




















































第三章 高分子担体を用いた固定化 SK2 細胞の機能評価と細胞療法への応用
第一節 in vitro における固定化 SK2 細胞の機能評価
第二節 固定化 SK2 細胞投与によるヒトインターロイキン-6 トランスジエ
ニックマウスの病態改善





































もとに生理活性物質を合成・分花、 し 3 生命体の恒常性の維持を実現させている.細胞に本
来的に備わった生理活性物質のセンサ一機能 ・ 生合成機能 ・徐放機能等の制御機構は?生





胞療法 (cell therapy) ともいうべき新しい概念による薬物治療は3 生体内において DDS
の概念を日常的に実践している細胞の機能を最大限に利用したものであり，この治療法に
適用する剤形は，いわば 「細胞性製剤 (cy1:omedicine) J とも呼ぶべきものと言えよう.
さらに遺伝子工学の進歩により，細胞に特定遺伝子を導入する技術の開発が進み，種々の
機能を付与した機能性細胞の創製が可能となってきている.この機能性細胞を利用した細






細胞性製剤の概念の原型は輸血や臓器移植等に見られるように in \1vo における機能





































以上に示した細胞性製剤の概念を実現するためには， 1) 細胞を傷つけることなく ， 如何
に細胞内に生理活性物質の遺伝子等を導入し，細胞に DDS 製剤的機能を付与するか， 2) 





融合リポソームを開発し，種々機能性細胞の創製を行っている 1-3) 従って本研究では， 2) ，
3) の項目に関して検討し，機能性細胞を生体内で安定に長期問機能させるための細胞性製
剤の粒子設計を行うこととした.細胞の固定化に用いる高分子担体にはアガロースマイク
ロビーズあるいはアルギン酸ーポリ (L) リジンーアルギン酸 (APA) マイクロカプセルを選択
し，まずこれら高分子担体の特性に関する検討を行った.次に，癌細胞封入アガロースマ
イクロビーズを利用した腫場誘導血管新生の新規 in vivo評価系の確立を試みると共に，
高分子担体に封入した allogeneic あるいは xenogeneic な細胞を投与することで，細胞の
産生・分泌する生理活性物質を生体に作用させることが可能であるかを検討した.さらに
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い，生体より単離した組織・細胞(豚ランゲルハンス島 4-21) ・肝細胞 22-31) ・甲状腺細胞 32) • 
副甲状腺細胞 33-35) ・副腎皮質細胞 36) ・脳下垂体細胞 37ー剖) ・胸腺細胞 4 1) ・腎臓細胞 42)等)を
様々な高分子担体を用いて固定化する方法が開発されている.その中でも p アガロースマ
イクロビーズとアルギン酸ーポリ (L) リジンーアルギン酸 (APA) マイクロカプセルは最も汎
用されている代表的な高分子担体であるが3 それらを応用したハイブリッド人工臓器の in



















:-\ilsson ら 70-( 2)の方法を若干改変して行った. A.G.:主ROSE-LG~ (ナカライテスク)を
Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS) に溶解し 370Cに保温した.このアガロ
ース溶液にあらかじめ 37'Cに保温しておいた流動パラフィン (code 1¥0. 261-37，ナカ
ライテスク)を加えてエマルジョンとし，氷水中で急冷することによりアガロースの液滴
をゲル化させた. Hanks' balanced salt solution (HBSS) でアガロースマイクロビーズ
を洗浄し，流動パラフィンを完全に除去した.
(2) アガロースゲルの物質透過性の評価
円筒の下部に孔径 0 .45μm のテフロン膜を張ったインターセル(クラボウ)にアガロ←
ス溶液を 150μl 添加し，底面に均一なゲルを形成させた.これを 24 穴培養プレートにセ
ットし，インターセル(ドナー側)に 10 mg/ml に調製したシトクロム C (1\1.\V.二13 ，000 ，
Sigma) ，ウシ血清アルブミン (BS~-\; )'1.\V.=67 ,000 , Sigma) あるいはウシ y-グロブリ
ン CM.W.>150 ，000 ， Sigma) を 50μl 添加した.また， 24 穴培養プレート(レセブター
側)には PBS を 700μl/\vell 加え，室温でフレートを 70 rpm で振還して透過実験を行っ
た. 72 時間後に，レセプター側に透過してきた各タンパク濃度を Bio-Radprotein assay 
kit (dye-binding assay, Bio-Rad) により定量した.
(3) アガロースマイクロビーズの生体適合性 ・ 生体内安定性の評価
3ml のアガロースマイクロビーズを 5 週齢の ddY 雌性マウス(清水実験材料)の腹腔











ビーズも非常に高い強度を有しており， 60 分間の超音波処理に対して 10000の抵抗性を示
した.
Fig.2 Struc組問Iproperties of agarose microbeads. The surface finish (A, B, C) and the 
cms sechon(D)ofthe agmse microbeads were 山essed by scanning山tronmicroscopy 




ことが示され，この結果は Iwata ら 43 ， 73)の報告に一致した.また3 先にも述べた細胞運動
の制限が，高濃度のアガロースで調製した網目構造の密なマイクロビーズにおいて顕著で
あろうことも推察された.
次に，アガロースマイクロビーズの生体適合性および生体内安定性を in vivo で検討し
た. ddY マウスの腹腔内に投与された 2.5%アガロースマイクロビーズ表面を観察すると，
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Fig.3 Permea bility of agarose hydrogel. 
Three proteins of different molecular ¥.veights 
cytochrome-C (M.W.=13，∞0; ・ )， BSA (~f. W.= 
67， 0∞， ・) and y-globulin (M.W. 2: 150，∞0; .à.), 
机'ere tested for their permeabilities to agarose 
hydrogel. The test was perfoπned in triplicate 
and each data point represents the meani:SD. 
投与後 30 日目では僅かなホスト細胞の接着を認めたに過ぎなかったが，投与後 60 日目以
降ではホスト細胞がマイクロビーズ表面を覆い尽くしており顕著な fibrosis を認めた
(Table 1 および Fig .4-.-\， B, C) .また，腹腔内からのマイクロビーズの回収率は非常に
低く (Table 1) ， 投与したアガロースマイクロビーズの大半がマウス下腹部の脂肪組織内








Table 1 Biostab出ty 姐d bi侃ompatibiUty of 2.5% agarose microbeads 
daya) recovery rate (%) fibrosis score b) 
。 83:t 8 
30 7 主 7 + 
60 12:t 3 + 
90 3:tl + 
吋: Days after i.p. inリ巴c tJon
b)・(ー) non-fibrosis , (i:) slight fibrosis , (+) severe fibrosis 
-7-
F記.4 Micrograph of agar価e microbeads re仕ieved from peritoneal ca v1 t,Y of ddY 
mice. 2.5% (w v) agarose microbeads were intraperitoneal1y i吋ected into ddY mice and 
re出eved at day 30 (A) , 60 (B) 叩d90 (C, 0) post-injection. Photo伊phed wi th phase 





第二節 アルギン酸ーポリ (L) リジン-アルギン酸 (APA) マイクロカプセルの特性
アルギン酸はマンヌロン酸とグルロン酸からなるポリアニオンで，グルロン酸がカルシ
ウムイオンなどの二価カチオン あるいはアルミニウムイオンなどの三価のカチオンとキ




てしまう . この欠点を克服したのが Sun ら 75-77)によって開発されたアルギン酸味リ (L)
リジン-アルギン酸 (APA) マイクロカプセルである.アルギン酸マイクロビーズをポリ






本節では3 様々な分子量の PLL を用いて APA マイクロカプセルを調製し 3 強度および
粒子径に及ぼす PLL の分子量の影響に関して検討を行った.また， AP~A...マイクロカプセ




un ら 75-77)の方法を若干改変して行った airjet syringe pump droplet generator を
用いて1.8% (¥" /v) アルギン酸溶液 (Kelton LVCR~ ， Kelco Division of ~1erck & Co.) 
を1. 500 CaC12溶液中へ滴下した.アルギン酸マイクロビーズを様々な分子量の PLL
(Sigma) の 0.1% (v\:/v) 溶液中で 10 分間穏やかに撹梓し，続いて 0.03% (\v/v) アル
ギン酸溶液中で 4 分間穏やかに撹枠した.得られた ÞLPA. マイクロビーズを 55m~1 クエン
酸溶液中で 5 分間穏やかに撹枠し，内部のアルギン酸カルシウムゲルを溶解することで
企 ~PA.. マイクロカプセルとした.尚，操作は全て室温で行い，各操作の問では生理食塩水に
よる洗浄を 3 回行った.また， ~';_P~';_ 膜をより厚く，強固にする目的で，クヱン酸溶液処理
前に再度 0.1% PLL 溶液および 0.03%アルギン酸溶液による処理を繰り返した APA. マイ
クロカプセルも併せて調製した.以後， 0.1% PLL 溶液および 0.03%アルギン酸溶液によ
る処理を 1 回行ったカプセルを PLL1 回処理 4ザA マイクロカプセル， 2 回行ったカプセ
ルを PLL2 回処理 .A.PA マイクロカプセルと略記する.
(2) i\PA マイクロカプセルの強度評価および粒子径測定




取り扱いを簡便にする目的で，直径約 2mm のアルギン酸ビーズから， (1)の操作に従っ
てサイズの大きな A..PA カフ。セルを作製した. 2 個の AP.A...カプセルを 5mg/ml に調製し
たシトクロム C ， BSA あるいはウシ y-グロブリンの各溶液中に浸し， 50 回/分で前後に振
盗した. 24 時間後に APA カプセルを回収・洗浄し， 250μl の生理食塩水中で破壊した.
上清中のシトクロム C 濃度は波長 415nm の吸光度により，また他の 2 種のタンパク濃度
は Bio-Rad protein assay kit により定量した.
(4) APA マイクロカプセルの生体適合性および生体内安定性の評価
2 m1の APA マイクロカプセルを 5 週齢の ddY 雌性マウスの腹腔内に 18G の注射針を




A..PA マイクロカフセルの強度と用いた PLL の分子量の関係を Fig.5 に示す. PLLl 阿
処理. -\PA マイクロカプセルでは，分子量 9 ，000 の PLL で作製したカフセルの強度が最も
低く， 2 分の超音波処理で 20 個すべてのカフセルが破壊された.また，分子量 22 /100 の
PLL を用いたんP.A マイクロカフセルの強度が最も高く用いた PLL の分子量が増大する
に従って強度は低下する傾向が観察された.そこで 最も強度の優れた λP...\. マイクロカ
プセルが得られた分子量 22 ，400 の PLL を用いて PLL2 回処理 .:-\P. --\マイクロカフセルを
調製したところ 3 同分子量の PLL1 回処理. -¥P . -\マイクロカプセルを凌ぐ非常に高い強度
を有しており， 60 分間の超音波処理後も破壊されたカプセルは 20 個中僅か 2---3 個であっ
た.
PLL の分子量と. -\Pλ マイクロカフセルの粒子径の関係を Fig.6 に示す.どのんPA. マイ
クロカプセルもアルギン酸マイクロビーズと比較して粒子径の増大が観察された.また
PLL1 回処理 AP.A マイクロカフセルでは，分子量 56 ，000 の PLL を用いた場合が最も小
さなカプセルとなり，それ以上分子量が増大しても減少しても粒子径の増大が認められた.





















10 1∞ 1∞o 
Viscosity average moleeular weight 
ofPLL (X 10・3)
Fig.S Effect of molecular weight of PLL on 出e
mechanical strength of the AP A microcapsules. 
APA microcapsules were prepared from alginate 
microbeads with PLL-treatment once ( ・ ， ・ ， . ， ・ )
or twice (0，口， 6 ,0). Sonication time was ( ・ ， 0):
2 min; (・. ロ)・ 10 min; (.，ム): 30 min; ( ・ ， 0): 60 
min. The test was perfonned in 肘plicateand 
each data point represents the mean:tSD 
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(ー) 10 l∞ 
Viscosity average molecuJar weight 
ofPLL (X 1σ3) 
Fig.6 EITect ofmolecular weight of PLL on 
the nn剖 size of tbe AP A mi croca ps ules. 
APA microcapsules were prepar巴d from 
alginate microbeads (0) with PLL-treatment 
once (・) or twice (ロ). The capsule size was 
measured under a phase contrast microscope. 
Each data point represents th巴 mean土SDof 10 
samples. 
Fig.7Structural properties of APA microcapsules- APAmicrocapsules were prep訂巴dfrom 
algr1ate microbeads with PIL-treamerII once (DJ)or twice(A-C)The surfac巴 firùsh (A, B, D, 
E) 叩d the m巴mbranethiclmess (C, F-J) of the APA microcapsules were assessed by scanning 
electron microscopy. M.W. of PLL was ( A・C， G) ・ 22 ，400; (D，町 9， 0∞; (H): .56，∞0; (1): 95,100; 
(E, J): 243 ， 0∞。
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Fig.8 Permeability of AP A membranes. Three 
proteins of different mol巴cularweights 
cytochrome-C (M.W . =13 ，∞O' ・，ロ) ， BSλ(M.W 
=67， 0∞; ・ ， 0) and y-globulin (M .W . ;:;:o: 150，∞o. 
A ， 乙) ， were tested for their 戸rmeabilities to APA 
membrane. APA capsules were prepared from 
alginate beads (about 2 mm indiam巴ter) with 
PLL-trea加lentonce (田 ・，企) or twice ( ロ， 0，乙)
The test was peげ0口ned in triplicate and each data 
point represents the mearttSD 
た.即ち，分子量の大きな PLL を用いて調製した APA. マイクロカプセルでは，強度が低
く薄い APA膜が形成され，その物質透過性も極めて制限されるため粒子径が大きくなる.
一方，分子量の小さな PLL を用いると厚く強固な APA. 膜の形成が為され，その物質透過
性も良好であるために粒子径の小さな. ;\PA マイクロカプセルが調製可能である . 例外的
に PLL (M.W.=22 ,400) 2 回処理 .A.PA マイクロカプセルは物質透過性が制限されてい
るにもかかわらず最も小さな粒子サイズを示したが3 これは非常に厚く強固な i\PA 膜の
形成によりカプセルの膨張が阻止されたためであろうと考えられた.
最も強度に優れた PLL (1LW.=22 ,400) 2 回処理 APA マイクロカプセルの生体適合性
および生体内安定性を検討したところ，投与 30 ， 60 あるいは 90 日後のいずれにおいても
投与量の 70%以上の APA マイクロカプセルがマウス腹腔内から intact な状態で回収可能
y-globulin 
10 1∞ l∞o 























APt-\ マイクロカフセルの走査型電子顕微鏡写真を Fig.7 に示す. PLL1 回処理 AP. --\ マ
イクロカプセルの表面は分子量 9 ，000 を用いた場合のみ小さな隆起を多数認めたが，分子
量 243 ，000 の PLL をはじめ，他の分子量の PLL を用いた場合はどれも消らかであった
(Fig.7-D , E) .また，用いた PLL の分子量増大に伴って，形成される . --\P...\ 肢は薄くな
ることも明らかとなった (Fig.7-F， G, H , I, J) . PLL (11.\V.=22 ,400) 2 回処理 ..\E\ "7{ 
イクロカプセルの表面も滑らかであり強拡大するとアルギン酸-PLL コンプレックスが
形成する網目構造が観察された (Fig.7-. --\, B) .さらに 3 このカプセルの膜厚が約 20μm
であることを認め (F泡.7-C) ， 同分子量の PLL1 回処理 A.PA マイクロカプセルの膜厚の
約 10 倍であったことから，厚い強固な膜を有したんPA マイクロカプセルの調製が PLL2
回処理によって可能であることが視覚的に証明された. ~--\PAL 膜の厚さは Fig.5 の結果と非
常に良く相関しており，厚い APA膜を有するカプセルの強度が高いという傾向が示され
た.しかし ， 分子量 9 ，000 の PLL で調製したんP. --\マイクロカプセルのみこの傾向に従わ




次に直径 2mrn のアルギン酸ビーズから作製した .AP. --\カプセルを用いて， PLL の分子
量と A.PA 膜の物質透過性の関係について検討を行った (Fig.8) .用いた PLL の分子量が
増大するに連れて， . 生PA カプセル内への透過タンパク量は減少することが認められ， ~--\P~ 
膜の物質透過性は PLL の分子量を選択することで制御できることが示された.しかし ， こ
の結果と走査型電子顕微鏡観察で得られた各 A.P~;_マイクロカプセルの膜厚とを照らし合
わせると， APA 膜の厚さが薄くなるに従ってその物質透過性が制限されるという ， 予想、に
反した現象が認められた.そこで3 高分子量の PLL で作製した薄い APA 膜が物質透過性
を大きく制限する理由を， PLL 処理におけるアルギン酸マイクロビーズと PLL の反応様
式に求めた.高分子量の PLL はアルギン酸マイクロビーズ内部への拡散が制限され，その
結果として薄い APA膜しか形成できないが，アルギン酸マイクロビーズ表面は高分子量
の PLL によって密に架橋されるため，低分子量の PLL を用いた場合と比較して3 より微
細な網目構造を持つ APA 膜が形成されたのではないかと推察された.この点に関しては，
APA 膜の分子密度を評価する等の更なる検討を必要とする.一方， PLL (11.W.=22 ,40Q) 
2 回処理 APA カプセルは3 同分子量の PLL1 回処理 APA カプセルと比較して物質透過性
が制限されることが明らかとなった.この結果は，同ーの PLL を使用していることから，
APA 膜の網目構造よりもむしろ APA 膜の厚さに依存した現象であろうと考えられた.
以上の APA マイクロカフセルの構造的・機能的特性の検討から， APA マイクロカプセ






Table 2 Biostability and biocompatib出ty of AP A microcapsules 
day a) recovery rate (%) fibrosis score b) 
o 83:t 10 
30 7S j:, 10 
60 85:t 13 
90 73:t 3 
サ Days after i_p. i 町 ection
bl: (ー) non-fibrosis , (土) slight fibrosis , (+) se下 ere fibrosis 
Fig.9 Micrograph of APA 皿icrocapsules retrieved from peritoneal cavity of ddY 
mice. APA microcapsules were intraperitoneally inj 巴cted into ddY rnice and retrieved at 
day 30 (A), 60 (B) 叩d 90 (C, D) post-injection. Photographed with phase contrast 
microscopy (A, B, C) or stereoscopic rnicroscopy (D) 
であった CTable 2 および Fig.9-D) .この結果は，投与した直後での回収率が 80%程度
であることを考慮すると 少なくとも 3 ヶ月間はほぼすべての APA マイクロカプセルが
腹腔内で安定に存在していたことを示している.また，カプセル表面へのホスト細胞の接





のと考えられた.しかし，どの PLL で調製された APA マイクロカプセルも，球形を維持








り .L \PA マイクロカプセルを応用した細胞性製剤の適用範囲が広がるものと思われる .
第三節小括
薬物，生理活性物質あるいは酵素等を高分子担体内に封入し，生体内でこれらの徐放化
を達成しようとする DDS 製剤の開発は古くから行われてきた 78-80) しかしこの徐放化製
剤は，担体内へ封入できる薬物量に限界があり，またその放出制御が行われないという欠
点を有してる.そこで著者は，これらの問題点を解決した新規 DDS 製剤の開発にあたってy
















までに細胞を包括固定化する方法として3 マイク ロビーズ法 70-72 ，81-88) ・マイクロカプセル
法 44-46，75-77 ，89-105) • hOllO¥¥' fiber 法 106-113) • diffusion chamber 法 110 ， 114-118)等が確立されて
おり，細胞の固定化に用いる材料も天然高分子物質(アガロース 70-72 ，87) ・アルギン酸 16，44-
46 ，75-77 ，81-85 ， 99-1 01) ・キトサン 46九88-90 ，104， 105) ・フィプリン 70，87)等) および人工高分子物質
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る処理を 2 回ずつ行う方法を提示した従来の PLL1 回処理で調製した Aザ八マイクロカ
プセルでは分子量 22 ，400 の PLL を用いたカプセルが最も高い強度を示したが，同分子同
の PLL処理を 2 回行うことで 60 分間の超音波処理を施してもその 9割が破壊されない安
定な APA マイクロカフセルの調製に成功した.この結果は， PLL 処理回数を増やすこと












た.また，高分子量の PLL を用いて調製した強度の低い APJ.~マイクロカプセルについて
は投与操作により破壊されるものが認められたが，最も強度に優れた分子量 22 ，400 の
PLL を用いた PLL2 何処理 .APA マイクロカプセルでは，投与した殆どのカプセルが生体
内で破壊されることなく安定に存在していたことが確認された.
















期の血管樹形成時や各臓器の形態的・機能的発育時であり l30-132) ， また成熟個体にあって
は，炎症 ・修復過程 1334393 性周期に伴う子宮内膜肥厚 136 ，137)，胎盤の形態的 ・機能的発注
時 138)等である.しかし これらの生理的状態のみならず，充実性癌の増殖 ・転移成立過程























冗進・管腔形成， 基底膜の形成)の部分的なアッセイは可能となった 149-151) しかし ) in vitro 
実験系だけでは血管新生という複雑な要因を含む現象を総合的に評価するには不十分であ
り 3 どうしてもわ vivo血管新生評価系が必要となる in vivo 血管新生評価法は占くから


















第一節 アガロースマイクロビーズに封入したん431 細胞の増殖とわ vi\り血管新生誘導
台E
-アガロースマイクロビーズに封入した ~-\431 細胞をマウスに皮下投与し ， ヒト癌細胞が
誘導する血管新生をマウス体内で再現することを試みた. .-\431 細胞はヒト肩平上皮癌で
あり ，強力な血管新生促進因子である線維芽細胞増殖因子 (fibroblastgro¥¥'th factor ; 
FGF) および血管内皮細胞増殖因子 (vascularendothelial cel gro¥'¥1h factor ; ¥TEGF) 











(fetal calf serum ; FCS) 含有 Dulbecco'smodified Eagle's medium (D:tvIE11, 日水
製薬)に懸濁し，表面無処理培養シャーレに播種した 37OC ， 5% C02条件下で静置培養
し) A431 細胞接着マイクロキャリアー (A431-IvIC) を調製した. ß\.431-1IC 懸濁液を




A主ga-A431 細胞を 10% FCS 含有 D1\IE11 で培養し， 1\ '11寸法 162)により細胞増殖を評価し
た.5 mg/rnl に調製した MτT(3一(4 ， 5-dimethYlthiazol-2-yl)-2 ， 5-diphenYl tetrazolium 
bromide，同仁化学研究所)溶液を培養液の 1 /10 量添加し ， 更に 4 時間培養した.
Aga-A.431 細胞を PBS で洗浄し，生成された formazan 結晶を dimcthyl sulfoxicle 
(D11S0，和光純薬)にて完全に溶解した.この溶液を 96 穴プレートに移し，マイクロ




300μ! のAga-A431 細胞を 6 週齢の C57BL/6 雄性マウス(清水実験材料)の背部皮下
に 18G の注射針を用いて投与した.投与後 10 日目に投与部位周開の皮膚と共にペレット
状のアガロースマイクロビーズを回収し，誘導形成された新生血管を実体顕微鏡下で写真
撮影した・ ー 尚 3 ネガティブコントロールには細胞を封入していないアガロースマイクロビ
ーズ (cell-free Aga) を使用した.
実験結果および考察
MTI 処理した培養 3 日目の A431-MC の位相差顕微鏡写真を Fig.10-A に， A431-ﾌ'.1C 
を封入したアガロースマイクロビーズ(Aga-A.43 1 細胞) の位相差顕微鏡写真を Fig .10-
B に示す. formazan 結晶を生成した A431 細胞がマイクロキャリアーに多数接着している
のが観察され，細胞の剥離を殆ど伴わずに A431-1\1C は直径約 300μm のアガロースマイ
クロビーズ内に封入された.
Fi吾10 Pbase contrast micr噌raphsof A431 cells cultured on microcarriers and 
entrapped 回 agarosemicrobeads. A431 cels cultured on micr民arriers (A431 ・MC)
were 汀白ted with an MTT reagent on day 3. A431 cells are recognized as black figures 
upon ル汀T formazan production (A). A431・MCwere rnicroencapsulated by 2% (W/v) 
agarose hydrogel. The average bead size was about 300μm (B) 
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.Aga-i\431 細胞を培養し，終日的に ~rITT 活性を測定した結果を Fig.11 に示す • i-¥gaｭ













o 2 4 6 8 10 12 14 
Clﾙtivation time (days) 
Fig.ll Proliferation of Aga-A431 cells in 吋tro.
A431 cells were cultured on a 24-well culture plate 
(・ ) or on microcarriers ( ・) . After c叫 tureon the 
microcarriers for 3 days , A431 cels were 
microencapsulated by 2% (w v) agarose hy世ogel
and cultured on a 24-well culture plate (0). The 
viability of the cells was evaluated with an l¥ITT 
assay. Each data point represents the mean:tSD of 
3 cultures 




認めた (Fig.12-C ， D) . 一方， cell-free Aga 投与部位において観察された新生血管量は
極めて少なく，アガロースマイクロビーズ自身には血管新生誘導活性が無いことも確認さ




いると推察された. :Montesano ら 163)は ， in vitro での検討において線維芽細胞が血管新
生過程における血管内皮細胞の管腔形成を誘導・促進すると報告しており，また3 マウス
に固形癌を形成させるとその腫痩組織の間質には線維芽細胞が多数浸潤していることなど









Fig.12 Angiogenesis induced by Aga-A431 cels. Aga-A431 cells or cell-free Aga we陀
subcutaneously i吋ectednear the dorsal midline of the C57BL 6 mice Treat色d mice were 
Jcj lled, and the agarose gel pellet was exposed on day 10 for observation under a 
stereoscopic microscope・ (A) : The injected site of Aga-A431 cells: (B): The injected site 
of cell-free Aga; (C, 0): The inside of theλga-A431 cells pellet. 
第二節 mouse hemoglobin en.zyme-linked immunosorbent assay (ロ吐{b-ELISA.) の
確立と in vivo 血管新生の定量
in vivo血管新生評価系として現在最も普及しているニワトリ卵紫尿膜法およびウサギ
角膜法での新生血管定量には， 肉眼的に観察される新生血管の密度に応じてスコアを付け






しては Drabkin ら 167)の方法が用いられているが感度に乏しい.また，赤血球量の測定法
は 51Cr でラベル化したマウス赤血球を担癌マウスに静注し，一定時間後に腫場局所の放射








Huntsman170)の方法に準拠して mHb を調製した. C57BL/6 マウスより血液を採取し，
4OC , 1，OOOg で 10 分間遠心分離した後，血柴成分と白血球層を除去した.生理食塩水に
て繰り返し洗浄した後3 得られた洗浄赤血球 l 容に等容の冷蒸留水および、 1 /2 容の
toluene (和光純薬)を加え 3 激しく振渥した後， 4OC , 3 ，000g で 15 分間遠心分離した.
最下層の透明な溶血層を採取し，精製 mHb を得た.
(2) ウサギ抗 mHb抗体の調製
mHb (100μg/ml) を complete Freund 'sadjuyant (CF~r\， 和光純薬) と充分混和し
てエマルジョンとし 10 週齢の日本白色家兎(清水実験材料)の背部皮下および、筋肉内に
0.2 ml/site で数箇所投与した約 1 週間毎に 3 回，百吐-fu (10----100 μg/ml) と incomplete
Freund 's adjuvant (IE.-\，和光純薬) とのエマルジョンを追加免疫した.最終免疫より 1
週間後に頚動脈より全血液を採取し，得られた抗血清から Protein. -¥ -. -\.garose カラム
(Bio-Rad) を用いてウサギ抗mHb抗体を精製した.
(3) biotin 標識ウサギ抗 mHb抗体の調製
ウサギ抗 mHb抗体を 0.1:M CH3COOH-CH3COOI-宜刈緩衝液 (pH5.5) に 5mg/ml 
で溶解し，遮光下で 400 mﾌ¥l NaI04溶液を最終濃度 40 ml\ll となるように 2 分間隔で 5 回
に分けて加えた.遮光下で 20 分間反応させた後， PD-10 カラム (Pharmacia) を用いて
溶液をゲル源過し，酸化抗体を分離・採取した. N ,N-dimethylformamide (D~IF，和
光純薬)に biotinlong arm hydrazide (BL吐-I， γector Laboratories) を短時間加熱し
て 20 mg/rnl の濃度に溶解し，これを遮光下で酸化抗体溶液 1 ml に対して 50μl 加えた.
3 時間反応させた後，酸化抗体 1mg に対して約 lmg の NaBH4 を加えて反応を止めた.
抗体溶液を Tris-HCl 緩衝液 (TBS， pH7.4) 中で透析し J biotin 標識ウサギ抗mHb抗体
を得た.
(4) サンプル溶液の調製
Aga-A431 細胞あるいは cell-free .A.ga を C57BL/6 マウスに皮下投与し ， 10 日後に投
与部位周囲の皮膚と共に回収した.ペレット状になったアガロースマイクロビーズを皮膚
から切除し ， TBS を 1ml 入れたチューブに採取した.ポリトロンホモジナイザーを用い
てアガロースペレットをホモジネー卜した後J 4OC , 30 ，000g で 10 分間遠心処理し 3 その
上清をサンプル溶液として用いた.
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Fig.13 Binding specificity of rabbit 
anti-mHb IgG. The mHb and sむnple
solution were electrophoresed through a 
17% polyacryl釘nide slab gel containing 
SDS under nonreducing conditions , and 
the gel w出 stained w ith C∞massle 
brilliant blue R250. The molec凶釘 mass
marker standards used were R勾nbow
protein molecular weight markers 
(Amersh2.コ ) . Lane A, mHb (5μg/lane); 
B, sample solution (1 0μgflane) . 
Westem blotting developed wi出 rabbit
anti-mHb IgG and HRP-Iabeled goat 
anti-rabbit IgG. Lane C, mHb (5μg/ 























SDS-PA.GE はLaemmli 1 7 1)の方法に準拠して 1700ポリアクリルアミド平板ゲ、ルにて行っ
た.mHb溶液とサンプル溶液のタンパク濃度を Bio-Rad protein assay kit で測定し，そ
れぞれ 5μg/lane ， 10μg/lane で電気泳動した.分子量マーカーにはRainbo"\\' prot巴in
molecular "¥veight markers (Alnersham) を用いた.電気泳動分離後，ゲル内のタンパ
ク質は 0.03~o Coomassie brilliant blue R-250 溶液で染色した.
(6) ¥vestern blotting 
上記の SDS-P~-\GE により分離したタンパク質をニトロセルロース膜に転写し ， 1.500 
gelatine/TBS (pH7.4)でブロッキングした後， 一次抗体としてウサギ抗mHb抗体p 二
次抗体として horseradish pero対dase (HRP) 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Zymecl) を
反応させた.4一chloro-1-naphthol (和光純薬)を含む基質溶液を反応させ，抗体の結合











Fig.14 Evaluation ofangiogenesis induced by Aga-A431 ceUs with mHb-ELISA. Aga-A431 cels or cell-free 
Aふ were s山utaneouslyinjected near th巴伽凶 midlineof C57BU6 mice. The mHb and protein levels were 
determined at day 10 post-injection. A: (・) : The standard mHb solution; ( 0 ， ロ ，6. ， 0): The sample solution prepared 
from the i吋 ect巴d site of Aga-A431 cels. Each data 戸intrepresents the mean of duplicate values in one assay. B: 
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96 穴マイクロフレートに 0.05 1¥1 0Ja2C03-:'JaHC03緩衝液 (pH9.6) で希釈したウサ
ギ抗mHb抗体を固相化した. 1% BSA/TBS (p日7.4)でブロッキングした後， 0.1% 
BSA/TBS (pH7.4)で希釈した mHb溶液あるいはサンプル溶液を反応させた.抗原溶液
を除き， 0.1 % BS.t\./TBS で希釈した biotin 標識ウサギ抗 mHb抗体を反応させた後， 0.1?0 
BSA/TBS で希釈した HRP 標識 avidin D (γector Laboratories) を反応させた. T~lBZ 
(3 ,3' ,5 ,5 '-tetramethylbenzidine，同仁化学研究所)を含む基質溶液を加えて発色反応
を行い l 2N H2S04 で反応を停止した.マイクロプレートリーダーを用いて主波長 460 町九




ウサギ抗 mHb抗体を用いた mHb-ELISÞ~. は，作成した検量線より ng/rnl オーダーの
mHbが検出可能な優れた測定感度を有していることが判明した.また倍数希釈したサンプ
ル溶液の mHb-ELISA による測定値はこの検量線と良好な平行性を示し， SDS-PAGE お
よび western blotting の結果と同様にウサギ抗 mHb抗体が mHbと特異的に反応して
いることが示された (Fig.14-A) . mHb-EUSA により測定したAga-A431 細胞投与部
位のmHb量は cel1-free Aga 投与部位と比較して有意な高値を示した (Fig.14-B) .こ
の結果は前節において肉眼的観察 (Fig.12-A， B) により示されたAga-A431 細胞投与部
位と cell-free Aga 投与部位との新生血管量の差異に良く相関しており， mHb-ELISA に
mHb-ELISA の確立にあたり， SDS-PAGE および \vestern blotting により検討したウ
サギ抗mHb抗体の結合特異性の結果を Fig.13 に示す.mHb溶液を泳動したレーンには
分子量約 16 ，000 に一本のバンドを認め，mHbの α 鎖サブユニットおよび p 鎖サプユニッ
トの分子量 16 ， 100 に一致した (Fig.13-1aneA) .一方，サンプル溶液を泳動したレーン
にはマウス血清アルブミンであろうと推測される分子量 67 ，000 付近のバンドをはじめ数
本のバンドを確認した (Fig.13-1ane B) .また western blotting により p 作製したウサ
ギ抗mHb抗体は mHbとのみ特異的に結合することを認めた CFig.13-1ane C, D) . 
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198 202) ，ステロイド (cortisone203-206) ， hydrocortisone ; HC188,205-214) , tetrahydro-S; 
THS188,210-21 4) , medroxyprogesterone acetate ; ﾌ¥1P.r¥ 188,215-219)) ，ビタミン類(レチノイ
ン酸誘導体 220) ) ，ポリペプチド(interferon-l2 1)， )lGSR222,223), poly-RGD224) ) となり 3
血管新生が複雑な一連の過程を経て成り立つ現象であるため各血管新生抑制物質の構造お
よび作用は多彩である.そこで，本節では新規 in vivo血管新生評価系で誘導される血管




前節まで、の検討において，ヒト癌細胞の in '¥ j"り血管新生誘導能を癌細胞封入アガロー










たサイトゾル成分によるものかを確定するために ， S-180 細胞封入アガロースマイクロビ
ーズ(Aga-S-180 細胞)の凍結融解処理により作製した S-180 死細胞封入アガロースマ
イクロビーズをマウスに投与し，その血管新生誘導能について検討した.
ところで腫蕩壊死因子一α(tumornecrosis factor-α; T:\'F-α) は，腫蕩血管にのみ選
択的に作用し ， 腫療を出血壊死に至らしめることが報告されている 179一則. :\leth-A. 担癌
マウスに TNF-α を静脈内投与すると， 1~2 時間後に腫療血管の物質透過性は冗進し， 3----6
時間後には血管内腔にフィプリン様物質の沈着を認め ， 24 時間後には血栓が形成され完全
に血液循環が遮断されてしまうことが知られている 18ト183) そこで著者は，この Tl'\F一α
の作用の特異性をマーカーとして3 新規 in vivo腫壊誘導血管新生評価系において誘導さ
れた新生血管の特性を検討することとした.尚，本検討においてアガロースマイクロビー
ズに封入する癌細胞は TNF-α 感受性の高い Meth-A 細胞を選択した.また， T~F-α は
生物学的半減期が約 3 分と非常に短く 184)，作用を期待して大量投与すると重篤な副作用を
引き起こすことから，ポリエチレングリコール (polyethyleneglycol ; PEG) で TNF-α
中の 56%のリジン残基を修飾し，血中滞留性を向上させた MPEG-TNF-α を用いた i制ー l制.
本章冒頭にも記述したとおり血管新生は癌p 糖尿病性網膜症3 動脈硬化，慢性関節リウ
マチ等の疾病においてその発症および症状の進行に深く関与しており，現在までに実験的
なレベルではあるがこれら血管新生病 (angiogenic diseases) の治療を目的とした種々の
血管新生抑制物質が報告されている.現在までに血管新生阻止活性が確認された物質を大
きく分類すると，多硫酸基ポリアニオン物質 (suramin 164 ， 187-189) ， pentosan polysulfate ; 
PPSl90-19の， DS-4152165,193-195)) ，抗生物質 (f山nagillin196.197) ， AGﾌ¥tI-1470 (TNP-470) 
実験材料と方法
(1) A.ga-S-180 細胞の調製
ddY マウスの腹水癌として継代移植した Sarcoma-180 (S- 180) 細胞を PBS で 2.õX
10ﾎ cells /ml に懸濁した. S-180 細胞懸濁液を 4% (，v/v) アガロース溶液に等量加え3 第
章・第一節に記載の操作法に従い A匂a-S-180 細胞を調製したまた A迫a-S-180 細胞
懸濁液の凍結融解処理を 3 回繰り返すことで， S-180 死細胞封入アガロースマイクロビー
ズを調製した.
(2) Aga-Ì\ leth-.-\' 細胞の調製
BALB/c マウス(清水実験材料)の腹水癌として継代移植した 11eth-4~ 細胞を PBS で
2.5 X 107 cells/ml に懸濁した. ~1eth-A 細胞懸濁液を 5% (,\T /v) アガロース溶液に等量
加え，第一章・第一節に記載の操作法に従い A主ga一五leth-A. 細胞を調製した
(3) Aga-Ì\1eth-A 細胞誘導新生血管の T:\"F-α 投与に対する感受性の測定 (Fig.15)
300μl のAga-"Meth-A. 細胞あるいは cell-free Aga を 5 週齢の ddY 雌性マウスの背部
皮下に 18G の注射針を用いて投与した.腫療血管モデルを作製するためにÌ\leth-A 細胞
(3X 105 cells/0.1 ml/mouse) を 5 週齢の B.~B/c 雌性マウスの腹部皮内に移植した.
Meth-A 細胞移植マウスにはあらかじめ炎症血管のモデルを作製するために， 3~4mg の
綿球を背部皮下に移惜した.
綿球移植後 17 日目， i\ga-11eth-i\ 細胞 cell-free. -\ga 投与後あるいはÌ\'1eth-.~ 細胞
移植後 11 日日に脳，肺，肝3 牌，腎，皮膚， Ì\'leth-_~ 固形腫場綿球移植部位， .主ga-Ì\1eth-"-\
投与部位， cel1-free Aga 投与部位の血管の TNF-α 感受性を評価した.各マウスに
MPEG-TNF-α(1，000 JRU /mouse ヒト TNF-α は持田製薬・植村昭夫先生，堀津義史
先生より供与)を尾静脈内投与し， 30 , 90 , 150 , 210 分後に 0.2%Evans blue 溶液を尾
静脈内投与した. 30 分後に腹部大動脈切断により脱血後，各臓器重量を測定し ， 1~2 ml 
の DMSO に細切した臓器を 48 時間浸し，血管外へ漏出した E\アans blue を拍出した 183)
同様に MPEG-TNF-α 未投与群に関しでも Evans blue 投与 30 分後に各臓器重量の測定





MPEG-TNF・ α(1000 JRU/皿ouse) ，i.v. 
• 0.2% Evans blue (0.2 mVmouse), i.v 





Implantation of cotton, s.c. Injection of Meth-A cells, i.d. 
(ddY mice) 
Injection of Aga-Metb-A cells and 
cell-仕ee Aga, s.c. 
(4) C6細胞封入アガロースマイクロビーズ L匂a-C6細胞)の調製
ラットグリオーマである C6細胞を第二章・第一節に記載の操作法に従いマイクロキャリ
アー上で培養し， C6細胞接着マイクロキャリアー (C6-~1C) を調製した. C6-~JC 懸濁液
を 4% (~r /v) アガ ロース溶液に等量加え，第一章 ・第一節に記載の操作法に従い‘主ga-C6
細胞を調製した.
Day 17 (S) 癌細胞封入アガロースマイク ロビーズ誘導新生血管の血管新生抑制物質投与に対する
感受性の測定 (Fig.16)
300μl の癌細胞封入アガロースマイクロビーズあるいは cell-free .Aga を 6 週齢の
C57BL/6 雄性マウスの背部皮下に 18G の注射針を用いて投与した.
HC (hydrocortisone 21-phosphate , Sigma) は蒸留水に溶解し， 250 rng/kg/day 
(アガロースマイクロビーズ投与後 1~3 日目) , 100 rng/kg/day (アガロースマイク ロ
ビーズ投与後 4"'6 日目) , 50 rng/kg/day (アガロースマイク ロビーズ投与後 7"'9 日目 )
あるいは 100 rng/kg/day (アガロースマイクロビーズ投与後 1"'3 日目) , 50 mg/kg/day 
(アガロースマイクロビーズ投与後 4"'6 日目) , 25 mg/kg/day (アガ ロースマイクロビ
ーズ投与後 7---9 日目)あるいは 50 rng /kg / day (アガロースマイクロビーズ投与後 1"'3
日目) , 25.rng/kg/day (アガロースマイクロビーズ投与後 4----6 日日) , 12.5 mg/kg/day 
(アガロースマイクロビーズ投与後 7"'9 日目)のスケジュールで経口投与した.
THS (祁-Pregnane-3α ，1 7α ， 21-trioト20-one ， Sigma) は蒸留水に懸濁し， 100 
rng/kg/day (アガロースマイクロビーズ投与後 1"'3 日目) , 50 mg/kg/day (アガロー
スマイクロビーズ投与後 4"'6 日目) , 25 rng/kg/day (アガロースマイクロビーズ投与後
7~9 日日)のスケジュールで経口投与した.
heparin (heparin sodiuffi，第一化学)は蒸留水に溶解したものを，アガロースマイク
ロビーズ投与後 1 日目から 9 日間 30 mg/kg/day を経口投与した.
MPA (Sigma) は生理食塩水に懸濁し，アガロースマイクロビーズ投与後 1 日日から 9
日間 4.8 mg/kg/day, 2.4 rng/kg/day あるいは 1.2 rng/kg/day を筋肉内投与した.
suramin (第一製薬・田中紀子先生，岩花倫生先生より供与)は生理食塩水に溶解し，
アガロースマイクロビーズ投与後 4 日目から 4 日間 200 mg/kg/day, 100 rng/kg/day 
あるいは 50 mg/kg/day を腹腔内投与した.
PPS (Sigma) は生理食塩水に溶解し，アガロースマイクロビーズ投与後 1 日目から 9







Tissues were recovered and weigbed 川川閥
場 ~ 
Extraction of Evans blue Measurement of absorbance at 640 nm 
[Ibe vasc凶ar permeab出tyratio] = 
[AωD / gra皿 oftissue after 由ead皿血is凶tionof MPEG-TNF-α] 
[A臼D/ gram of tissue without the administration of ~filEG-1下-1F・ α] 尚，その他の実験方法については，前節までに記載の操作法に従った.












agarose microbeads pellets 
Homoge凶zation of 
agarose microbeads pelJets 
ーー [mHbωg) protem (mg) of drug treatment grou戸]σhe percentage inhibition of angiogenesis]ー[% of control]一 X1∞
[mHb (}Ig) protein (mg) of untreated groups] 
Fig.16 Protocol outlining the an剖ysis of 泊 vivo tumor anglogenesis. 
実験結果および考察
腫場誘導血管新生の新規 in vivo評価系において誘導・形成される新生血管の性質に関
して検討を行った.投与後 10 日自において S-180 死細胞封入アガロースマイクロビーズ
が誘導した新生血管量は，凍結融解処理をしていないAga-S-180 細胞投与群と比較して
























Dead Aga-Aga-S ・ 180celJs S・180cells ce11・ free Aga 
Fig.17 Evaluation of angiogenesis induced 
by vital or dead Aga-S・ 180cels. Dead Agaｭ
S-180 cels were prepared by freezing and 
thawing of Aga-S-180 cels_ Aga-S-180 c巴lls ，
dead A伊S-180 cells , or celJ-free Aga 帆'ere
subcutaneously i~リected near the dorsal midline 
of C57BL'6 mice_ The mHb and protein levels 
were d巴termined at day 10 post-injection. Each 
data vaJue represents the mearliSE~1 of 3・4




ddY マウスの背部皮下に A主ga-)deth-~-\ 細胞を投与すると， 11 日後には投与部位に顕著な
血管新生を認め mHb-ELISA_ 系により定量した mHb量は celトfree Aga 投与部位と比較
して有意な高値を示した (Fig.18) .との‘主ga-~leth-A 細胞誘導血管の T:\'F-α 感受性を
Fig.19 に示す.正常組織および炎症組織(綿球移植部位)の血管透過性は T:'\F-α 投与に
よる影響を全く受けなかった.一方， lvIeth-A 図形腫蕩組織の血管透過性は T~F-α 投与
1 時間後から上昇し， 2 時間後に投与前の約 3.5 倍の透過性を示した.その後，血管透過
性は次第に減少し T~F一α 投与 4 時間後には投与前の値を下回った.これは， ~deth-A. 
腫場血管の血管内皮細胞が T:\F-α によって特異的に傷害を受けたために，投与後 2 時間
までは血管の物質透過性が冗進し，その後，血管内腔にフィプリン様物質が沈着すること
で徐々に血流が阻害されたことを反映した結果であると考えられ，他の研究者らの報告と
一致した 181-183) この ìvleth-A_ 腫虜血管の透過性変化と同様に， Aga-lvIeth-A 細胞誘導血
管も TNF一α 投与 2 時間後には投与前の約 2.8 倍に血管透過性は冗進し， 4 時間後に投与
前を下回った . この結果は， TNF一α 投与に対する透過性の変化という血管の生物学的特性










おいて HC 単独投与群は血管新生を用量依存的に抑制し ， さらに heparin を併用した群に
おいては 90%以上の抑制効果を認めた. THS においても単独投与で約 90%の血管新生阻
害を示し， hcparin を併用した場合にはほぼ完全に血管新生を抑制した (Fig.20) .デー
タには示していないが Norrby ら 225)の報告と同様に heparin 単独投与では血管新生促進
効果が認められたととから ， HC あるいは THS と併用した heparin がこれらステロイドの
血管新生抑制作用を増強したと考えられた.また， 等用量の日C と THS の効果を比較す
ると，単独投与および heparin 併用投与の両方で THS の方が強い活性を示した. THS は































Met出h-A cells or ceII-free Aga we町r巴 subcωu以Jtaneωou山i応川sl)'injected 
near the dorsal midline of ddY mice. Ele¥'en days later, agarose 
gel pellets were observed under a stereoscopic microscope ( A 
Aga-Meth-A cells; B: CeJl-fre巴 Aga)， and the mHb and prorein 
levels were d巴termined(C). Each 也凶 value represents the 




Fig.19 EtTect of systemlc pre-trea位nentwitb 
MPEG-TNF・αon the permeab出tyratio ofEvaos 
blue-albumin from blo吋 vessels. l¥1ice were treated 
with i. v. injection of MPEG-TNF-α(10∞ JRU/mouse) 
and wilh i.v. injection of 0.2 ml of 0.2% Evans blue 
suspended in saline at 30 min before the time indicated. 
The mice were then killed at the time indicated, and the 
Evans blue in the collected tissues was quantified 
Control-basal levels without pre-injection of MPEG-
TNF-αa民 shown for time O. ( ロ): Br創刊(・) ・ Lung ;
(A): Liver; (6): Spleen; (0): Kidn巴y; (・) : Skin; (l'): 
Meth-A tumor; (・): Cotton; ( マ) : Aga-Meth-A cells; 
(0): Cell-free Aga. Each data point represents the 
mean士SEMof 4-16 mice. Statistical significance 
compared to the O-time value: * , Pく0.001; **, Pく0. 005 ;
本車*， P<O.Ol. 
Fig.21 lnhibitory effects of J.¥.1P A, suramin and PPS 
on the angiogen倍is induced by Agaふ180cel1s. C57 
BL 6 mice ¥vere injected with Aga-S-180 cells at day 0, 
組d were treated with ﾞ.lPA or PPS for 9 days. Treatment 
wi出 suraminwas given from da)' 4 to day 7. The mHb 
and protein levels were determined at day 10 post-
inj巴ction. Each data va]ue represents 白巴 mean:tSEMof 
4-9 mice. 本 P<O.005，* Pく0. 01 ，** Pく0.05
significantly different from Aga-S-180 cells (control) 
Fig.20 lnbibitory effects of ang10static steroids witb 
or without hepa凶D OD the a昭如genesis induced by 
Aga-S・ 180cels. C57BU6 mice were injected with 
Aga-S-180 cells at day 0 , and were treated with HC or 
THS for 9 days. A tapering dose of steroids was 
administered p.o. from day 1, (A): 100 mg/k島 day for 3 
days , followed by 50 mg/kgtday for 3 days and 25 mg
' kglday for 3 days with (+) or without (・) adminis甘ation
of30 mg/kglday of heparin sodium, p・ 0. ; (B): 250 mg' 
kglday for 3 days , followed by 1∞ mg!kg 'day for 3 days 
and.5O mglkglday for 3 days. The mHb and protein 
levels were determined at day 10 post-injection. Each 
data valu巴 represents the mealtiSEM of 3・5mice . 本 P<












o 1 2 3 4 
Time after ル1PEG-TNF・ αinjection (h) 
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Fig.22 Inhlbltory e紅白tofTHS with heparin on 出e angiogenesis induced by Aεa・A431 cels. 
Aga.A431 cels (A) or cell-fr巴巴 Aga (C) were subcutaneously i吋巴c~巴dnear the dorsal midline of 
C57BU6 mice. THS was adm.inistered orally from day 1 attapering dose (100 mg kgiday , 50 mg 
kg. day, and 25 mg1kg day for 3 days each) with administration of 30 mg kg.day of heparin 
sodi um , p・ O・ ， to the mice injected Aga.A431 cels (B). Ten days later, ag訂ose gel 戸11巴 ts were 















Aga-S-180 細胞誘導血管新生に対してi\IPA. および suramin は用量依存的な阻害作用
を示し，最も多い用量を投与した場合どちらも約 70 00の血管新生阻害効果があった.
投与群には用量依存性を認めなかったものの 50----60~0の血管新生限害活性を確認した
(Fig.21) . j\ fP.A は血管新生の初期に起こる血管基底膜の分解過程に欠かせないコラゲナ
ーゼおよびプラスミノーゲンアクティベーターの活性を阻害し，血管内皮細胞の発芽を抑
制することが報告されている 215 ，219) また ， suramin および PPS は強力な血管新生促進肉
子である FGF が FGF レセプターに結合するのを阻害することにより，血管内皮細胞の遊
走・増殖を抑制する 18日89 ，192) 本系で誘導された血管新生がこれら作用機構の異なる血管
新生抑制物質によって阻害を受けることは，本系が多段階過程を経て成立する腫場誘導血
管新生を見事に再現していることを強く示唆するものである.
HC およびTHS の Aga-A.431 細胞誘導血管新生に対する阻害効果は単独投与において
30%程度に過ぎなかった (Fig.23) .日C は heparin との併用投与によってもその血管新
生阻害活性の増強は認められなかったが， THS は heparin との併用で 8000の阻害作用を
示した (Fig.22 ， 23) .アンジオスタティックステロイドの血管新生阻害に対する heoarin
の作用増強のメカニズムは明確にはされていないが， heparin が存在するとアンジオスタ
ティックステロイドが血管内皮細胞の DI\A 合成や血管基底膜の turn o\'er に影響を与え




る 203) しかし ， Aga-A431 細胞を用いた系において heparin が HC の血管新生阻害作用
は増強せずTHS の作用だけ増強した原因にロ ット差は関係していないことから，他の要因
が関与している可能性が考えられ，今後アンジオスタティ ックステロイドと heparin との
併用効果の機構については更なる検討が必要であると言えよう.
Aga-C6細胞誘導血管新生に対して HC は単独投与において約 75%の阻害効果を示し




Fig.24 Inhibitory eITects of HC, PPS and suramin 
on the 岨giogenesls induced by Aga-C 6 ceUs. C57 
BU6 mice wer巴 injected with Aga-C6 cels at day 0, 
叩d ¥vere treated with HC or PPS for 9 days from 
day 1.HC was administered p.o. ata tapering dos巴
(1∞ mglkg.匂Yfor 3 days , followed by 50 mglkg 
day for 3 days and 25 mg/kglday for 3 days) with or 
without administration of 30 mg/kg/day of hep白in
sodium, p・ o . PPS was administered p.o. at25 mgl 
kg/day for 9 days. Suramin was adminlstered i.p. at 
l∞ mglkg!day from day 4 to day 7. The mHb and 
protein levels determ.ined at day 10 post-injection. 
Each data value represents the mean:!:Sﾐvf of ふ8
mice. 本 PくO ∞1 ， * P<O. 005 , ** P<0.01 
significantly different from Aga-C6 cells (con甘01)
Fig.23 Inhtbttory effects of angiostatic steroids "'ith or 
without heparin on the a昭iogenesis induced by Agaｭ
A431 cels. C578U6 mice were injected wi出 Aga-A431
cels at day 0, and were treated with HC or THS for 9 
days. A tape吋 ngdose of steroids was administered p.o 
from day 1. (A): .50mglkg/day for 3 days , followed by 25 
mglkg/day for 3 days and 12.5 mg/kg/day for 3 days; ( B):
1∞ mglkgl day for 3 da ys, followed by.50 mglkg/day for 
3 days and 25 mglkglday for 3 days from day 1 with ( +) 
or without (・) a帥l印刷onof 30 mglkg/day of 抑制
sodlum , p.o. The mHb and protein 1 巴 vels were 
det巴rmined at day 10 post・injection . Each data value 
represents the mean:tSEM of 3・ 5 mice. 本 P<O.∞1 ， * Pく
0.01 ，淑京本 P<D. 05significantly dlfferent from Aga-A431 
cels (con甘01) .
-35-















えた in vivo腫湯誘導血管新生評価系は存在しない.本章においては3 血管新生が癌細胞
の産生・分泌する血管新生促進因子により誘導されることを利用して，高分子担体を用い
た固定化癌細胞の投与により生理活性物質(血管新生促進因子)を生体へデ、リパリーでき



































癌細胞を用いた抗腫揚物質スクリーニング系が Gorelik ら 22í )によって，また腫蕩誘導血管
新生評価系が Plunkett ら 1 68 ・ 1 69)によって報告された.両系ともマウス体内において本来生










第三章 高分子担体を用いた固定化 SK2 細胞の機能評価と細胞療法への応用 細胞性製剤が疾病治療に長期間有効であるためには，まず，封入機能性細胞が高分子担
体内で生存・培殖し，且つ生理活性物質の産生・分泌機能を維持していなければならない.
そこで本節では，抗ヒトインターロイキン-6 モノクローナル抗体 (SK2 rrL~b) を分泌す
るマウスハイブリドーマである SK2 細胞 241)をアガロースマイクロビーズ仏ga-SK2 細
胞)あるいは APA マイクロカプセル C~A-SK2 細胞)に封入し，培養系において経目的








細胞性医薬品の道が拓かれたといっても過言ではない.また3 現在の ex γivo 遺伝子治療
は，生体より取り出した自己の細胞内に特定遺伝子を導入することによって新たな機能性
細胞を作製し，その機能性細胞を生体内投与した後3 遺伝子発現によって合成・徐放され






製剤化し3 如何に疾病治療に応用するかという視点から， í細胞性製剤 (cytomedicine) J 
ともいうべき新規投与剤形の可能性について検討を行った.






B斗B/c マウスの腹水癌として継代移植した SK2 細胞(中外製薬・大杉義征先生，勝目
朝夫先生より供与) 241) を PBS で 2.6X 10?cells/ml に懸濁した. SK2 細胞懸濁液を 6%
(¥' /γ) アガロース溶液に等量加え3 第一章・第一節に記載の操作法に従い 4主ga-SK2 細
胞を調製した.
(2) 立入-SK2 細胞の調製
SK2 細胞を1.800 (¥Y /γ) アルギン酸溶液でる X106 cells/ml あるいは 1 X 106 cells/ml 
に懸濁し，アルギン酸マイクロビーズを作製した. PLL は分子量 22 ，400 を使用し ， 0.1% 
(¥' /v) PLL 溶液および、 0.03% (¥¥T /γ) アルギン酸溶液による処理は 2 回ず、つ行つた.
その他の操作は，第一章・第二節に記載の操作法に従い A主PA-SK2 細胞を調製した
第一節 in vitro における固定化 SK2 細胞の機能評価
(3) l主ga-SK2 細胞 APA-SK2 細胞の増殖およびSK2m主b 分泌機能の評価
A主ga-SK2 細胞あるいは AミPA.-SK2 細胞を 10% FCS 含有 RP~lI 1640 で振重量培養 (100
rpm) し 1 11TI 法により細胞増殖を評価した. 111寸法は第二章 ・ 第一節に記載の操作法
に従い， Aga-SK2 細胞は D::vfSO にて， .1.主PA-SK2 細胞は 10% SDS/0.006N HCl にてそ
れぞれ生成された [orrnazan 結晶を完全に溶解した. Aga-SK2細胞あるいは. ~.:\-SK2 
細胞の SK2 mAb分泌機能は， 24 時間培養上清中の SK2 ITLq，b 濃度を mouse IgG 1-ELISA. 









方が好ましい 2却)そこで，細胞性製剤開発のための最適な APA マイクロカプセルとして，
第一章・第二節の検討において最も高い強度および、最も小さな粒子径を示した PLL





Aga-SK2 細胞の Mτ寸活性および SK2 rn...-\b 分泌量の経日変化を Fig . 25 に示す.
Aga-SK2 細胞は培養 16 日目においても封入直後と変わらない Mτ寸活性を維持しており，
アガロースマイクロカプセル内の生存 SK2 細胞数に大きな変化のないことが明らかとな
。。ηο -39-
った.培養 16 日目のAga-SK2 細胞の位相差顕微鏡写真を Fig.26-A. に示す.封入された
SK2 細胞は小さな細胞塊を幾つか形成しており， 1\TTT 処理を行うと殆どの細胞塊に
formazan 結晶の生成が認められた (Fig.26-B) . SK2 細胞を封入したアガロースマイク
ロビーズの切断面を電子顕微鏡で観察すると，内部の SK2 細胞は良好な細胞形態を保って
いた (Fig.26-C) .また SK2 ffi[-\b 分泌機能も培養期間を通して維持されており，Aga-SK.2
細胞は SK2 rn.セb の徐放化担体として機能することが示された (Fig.25) . 
1.0 
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Fig.25 Prof? of proUfcration and SK2 
mAb-sccretion of Aεa-SK2 cells under 
tissue culture condition. Aga-SK2 cells 
were cuJtured m RP~lI 1640 mediurn 
supplemented with 10% RごS at 370C in 5% 
C02 on a 12・well culture plate. The culture 
medium was replaccd every 1¥'0 days , and 
the MTT assay was de\'elo戸don the 
indicated day. Accurnulation of SK2 mAb 
was calculated as 出e concenlration of SK2 
mAb in conditioned medium which was 
0.0 . 目・・ E ・ E ・ 2 ・『・L...-i..-J 0 
measured with a mouse IgGI-EUSA 
system. Each data 問nt represents the 
mean:土SDof 3 cultures o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 
CultivatioD time (days) 
Fig.26 Micrograph of Aga-SK2 cells 
cultured 也 vttro. Aga-SK2 cells , 1.25 X 107 
cells per ml of beads , were cultured in RPMI 
1640m巴dium suppl巴mented with 10% FCS at 
370C in 5% C02. Aga-SK2 c巴Il s befor巴 (A)
and after (B) 恥lTT assay were photographed 
with phase contrast microscopy al day 16 
post-microencapsulation. The cross section of 
Aga-SK2 cells was photographed with 
scanning electron microscopy (C). 
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APA-SK2 細胞の1vITT 活性および SK2 m.t-\b 分泌量の経日変化を Fig.27 に示す.
i\PA-SK2 細胞の1vITT 活性は培養 30 日目付近まで経目的に上昇し，生細胞数の増加が確
認された.その後，徐々に生細胞数は減少したが，この原因はカプセル内の細胞密度の上
昇に伴い良好な物質交換が為されなくなったためであろうと考えられた 242) 培養 A主PA-
SK2 細胞の増殖の後子を Fig.28 に示す.培養日数に伴って封入された SK2 細胞数は増加
し p 培養 14 日自にはカプセル中央部に細胞塊が観察された (Fほ.28-A， B, C) .その後，
細胞塊はカプセル内で体積を増し，培養 40 日目にはカプセル内を充満した (Fig.28-D ， E) . 
培養 40 日目の SK2 細胞を封入した APA マイクロカプセルを電子顕微鏡で観察すると，
カプセル内部は SK2 細胞で満たされており細胞形態は良好であった (Fig.28-F， G) . 
APA-SI\2 細胞の SK2 mAb 分泌機能は培養期間を通して維持されており，その分泌量は
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Fig.27 Prof? of prolifer凶on and SK2 
mAb-secret1on of AP A-SK2 cells undcr 
tissue culture condition. APA-SK2 cells , 
1 X 1伊 cells per ml of caps叫巴S ， were 
cultured in RPMI 1640 med.ium 
supplemented with 10% FCS at370C in 5% 
C02 on a 1∞ mm culture d.ish. The cultur巴
medium was replac巴devery two days , and 
the MIT assay was developed on the 
indicated day. The amount of SK2 mAb 
secr巴tedfrom 200μI of APA-SK2 cells was 
calcuJated as the concentration of SK2 mA b 
in conditioned medium for 24 h which ¥vas 
measured with a mouse I gG 1 ・EUSA
system. Each data 戸int represents 山e
mean土SDof 5-6 cultures 
Fig.28 Micrograph of APA-SK2 ceUs cuJtured 
泊 vitro. APA-SK2 cells , 1 X 1伊 C巴Ils per ml of 
caps凶 es ， were cultured in RP恥ifI 1640 medium 
supplemented with 10% RつS at 370C in 5% CO 2.
Photographed with phase contrast microscopy at 
day 0 (A), 7 (B), 14 (C), 28 (D) 叩d40 (E) postｭ
microencapsulation. The inner SK2 cels were 
photographed with scanning electron microscopy 
(F , G) at day 40 post-microencapsulation. 
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第二節 固定化 SK2 細胞投与によるヒトインターロイキンー6 トランスジ、エニックマウス
の病態改善
前節の結果から， Aga-SK2 細胞あるいは APA-SK2 細胞の投与により，生体内での SK2
mAb の持続的な徐放が可能であろうことが示唆された. 細胞性製剤のモデルとなるこれら
の治療効果を評価する病態動物として，ヒトインターロイキン-6 トランスジェニックマウ
ス (hIL-6 Tgm) 243 245)を選択した. hIL-6Tgm は C57BL/6 マウス GvfHC ハプロタイ
プは H-2b) 由来であり BA..LB/c マウス C\1HC ハプロタイプは H-2d ) 由来の SK2 細胞
とは allogeneic な関係であるため，双方に免疫学的な処置を施さないで SK2 細胞を hIL-6
Tgm に投与すると ， ホストの免疫系の働きにより投与 SK2 細胞は拒絶反応を受け生着で
きない.即ち ， Aga-SK2 細胞あるいは APA-SK2 細胞が長期間 hIL-6 Tgm の体内で生存
し ， SK2 瓜A.b 分泌機能を維持するためには，免疫的に隔離された環境がこれら細胞性製
剤に成立していなければならない.
血清中に約 600 pg/ml の hIL-6 が存在する hIL-6 Tgm は， B 細胞からプラズマ細胞へ
の分化の冗進に基づく IgGl プラズマサイトーシスあるいはメサンギウム細胞の過増殖に
基づく糸球体腎炎を加齢に伴って発症し， 15 週齢程度で死亡することが知られている 243-
245) また， SK2 mAb の頻回投与を長期間に渡って続けることで hIL-6Tgm のこれらの
病態が改善され3 顕著な延命効果が認められることも報告されている 246) 本節では ， 7 週
齢の hIL-6 Tgm に Aga-SK2 細胞あるいは A主PA.-SK2 細胞を腹腔内投与し， IgGl プラズ
マサイトーシスおよびメサンギウム細胞増殖性腎炎の改善効果を指標に，細胞性製剤の治
療有効性を評価した. IgGl プラズマサイトーシス抑制の評価は血中 IgG1 濃度・牌臓重量
の測定および牌臓病理組織像観察により，メサンギウム細胞増殖性糸球体腎炎抑制の評価
は血中尿素窒素 (Bじ~)量 ・ 尿中タンパク濃度の測定および腎臓病理組織像観察によりそ
れぞれ行った.また， allogeneic なホスト体内における APA-SK2 細胞の生存 ・ 増殖およ
び SK2 mA.b 分泌機能維持に関しても検討を行った .
実験材料と方法
(1) SK2 mAb の精製
K2 mAb は SK2 細胞を継代移植した BALB/c マウス腹水の 33%硫酸アンモニウム沈
澱分画を， Protein G Sepharos♂ 4 Fast Flo\'\' カラム (Pharmacia) で精製した
(2) hIL-6 Tgm の処置
7 週齢の hIL-6Tgm (中外製薬 ・大杉義征先生3 勝目朝夫先生より供与)にAga-SK2
細胞 (3.75X 107 cells/3 ml of beads/mouse) , APA-SK2 細胞(1.5X 107 cells/3 ml of 
capsules/ mouse) あるいは固定化していない SK2 細胞 (free SK2 細胞， 3.75X107 
cells/ml/mouse) を腹腔内投与した.また， 7 週齢から 13 週齢にかけて SK2 mAb (50 
μg/mouse) を週 3 回(計 18 回)皮下投与した群を作製し，細胞性製剤投与群の病態改
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善効果を比較した.正常マウスには hIL-6 Tgm の littermate を使用した.
(3) 血中 IgG1 濃度， 牌臓重量J BU:\' 量あるいは尿中タンパク濃度の測定
マウス尾静脈より採血し ， 血築中の IgG1 濃度を mouse IgG l-ELISA にてJ BUN 量を
尿素窒素 B-テストワコー(和光純薬)にて， それぞれ測定した また ， 代謝採尿ケージ
を用いて採取した尿中のタンパク濃度を Bio-Rad protein assay kit にて測定した.牌臓重
量は 14 週齢のマウスから摘出し測定した.
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Fig.29Protocol of cytomedical therapy for IgGIplasmacyめsis and mesangio・proliferatlve
glomerulonephritis in hlL・6 Tgm. 
実験結果および考察
hIL-6Tgm の血中IgGl 濃度および 14 週齢における牌臓重量を測定した結果を Fig.30






















Spleen weigbt (g) 
F格却 Therapeuticeffect of APA-SK2 cells, 
Aga-SK2 cells, free SK2 cells, and SK2 mAb 
on IgG 1 plasmacytosis 泊 hIL-6Tgm. Three 
ml of APA・SK2 cells, 5 X 1伊 cells per ml of 
caps叫巴s ， or Aga-SK2 cells , 1.2.5 Y 10?cels per 
ml of beads , were intraperitoneally injected into 
hIL-6 Tgm at 7 weeks of age. Five hundred μl 
of free SK2 cells, 7.5 X 107 cels per mL were 
intraperitoneaJly i吋ected into hIL-6 Tgm at 7 
weeks of age. SK2 mAb was subcutaneously 
administered to hIL-6 Tgm from 7 weeks to 13 
weeks old , at 50μglmouse， 3 times1week A: 
IgG 1 concentration in plasma. The mouse IgG 1 
conc巴ntration in plasma was measured by mouse 
IgG1-ELlSA. (0): Normal mice; (・) : Untreated 
hIL-6Tgm; ( と ): SK2 mAb-administered hIL-6 
Tgm; (ロ): Free SK2 cell-injected hIL-6 Tgm; 
(・): APA-SK2 cell ・injected hIL・6Tgm; (..): 
Aga-SK2 cell-injected hIL-6 Tgm. Each data 
point represents the m回世SEMof 4-7 mice. B 
Spleen weight of hIL-6 Tgm at 14 weeks of age 
Each data vaJue represents the mearctSD of 4-6 
mice. * P<O.OI , *本 PくO.∞ 1 significantly 
different from untreated hIL-6 Tgm 
らかな IgG1 プラズマサイトーシスの症状を呈した. Aga-SK2 細胞投与群およびAPA-
SK2 細胞投与群では血中 IgG1 濃度の上昇は顕著に抑制され，特に l\PA-SK2 細胞投与群
のIgG1 プラズマサイトーシス改善効果は， SK2 瓜生b を 18 回投与した群の効果を上回る
結果となった一方， free SK2 細胞を投与した hIL-6 Tgm の血中 IgG1 濃度の上昇は 2
週間遅らされたに過ぎず，これは投与された SK2 細胞がホスト免疫系により短期間で拒絶
されたことを示唆している.牌臓重量測定結果は各群の血中 IgG1 濃度の変化と良く相関
していた.無処置群の牌臓は正常マウス (hIL-6Tgm の littermate) の約 12 倍に肥大し
ており， Aga-SK2 細胞あるいは APA-SK2 細胞を投与することで有意に抑制された.こ
れら牌臓の病理組織像を観察すると 無処置群および free SK2 細胞投与群では浸潤して
きた多量の形質細胞が認められ，赤牌髄および白牌髄ともにその構造が破壊されていた
(Fig.31-B , D) . 一方， SK2 mAb 投与群， APA-SK2 細胞投与群およびAga-SK2 細胞
投与群では赤牌髄に軽微な形質細胞の浸潤を認めたが3 白牌髄の構造は正常に保たれてい
た (Fig.31-C ， E, F) .これらの結果からAga-SK2 細胞あるいは APA-SK2 細胞投与に





































Fig.31 Histological appe町ance of spleen 回hIL-6Tgm at 14 week5 of age 川出 hemato~.'ylin
and eosin sta祖ing. A Nonnal mice; B: Unr:eated hlL-6 Tgm; C: SK2 mAb-administered hIL-6 
Tgm; D: Free SK2 cell-injected hlL-6 Tgm; E: APA-SK2 cell-injected hlL・6Tgm; F: Aga-SK2 




Fig.32 Therapeutic e位ctof APA・SK2 cells, Aga-SK2 cells, free SK2 cells, and SK2 mAb on 
tbe BUN level in hIL-6 Tgm. The tr回町1ent of 巴ach group was as described in Fig.30. The BUN 
level was measured by Urea l¥itrogen Test-Wako. 
15 13 1 9 7 
Age (weeks) 
17 15 13 11 9 7 
。
BUN 量および尿中タンパク濃度の経日変化を Fig.32 と Fig.33 にそれぞれ示す.無処
群では 13 週齢以降に BUN 量がl 11 週齢以降に尿中タンパク濃度が異常値を示す個体を
認め，これらのマウスはメサンギウム細胞増殖性糸球体腎炎を発症していると考えられた.
Aga-SK2 細胞あるいは APA-SK2 細胞投与群では測定期間を通して両測定値ともすべて
の個体で正常値を示した.即ち， Aga-SK2 細胞およびAPA-SK2 細胞の投与によって
hIL-6Tgm の腎炎発症が抑制されていることが強く示唆された. 14 週齢における腎臓の
病理組織像を観察すると，無処置群および free SK2 細胞投与群では，メサンギウム細胞
の過増殖とメサンギウム基質の過形成のため糸球体が膨満し3 糸球体内に毛細血管を認め
ることができなかった.また， 尿細管上皮細胞の細胞外基質により糸球体周囲の尿細管
内腔が塞がれるか若しくは極めて狭くなっているのが観察された (Fig.34-B ， D) . 一方，
SK2 rnAb 投与群と同様に APA-SK2 細胞投与群および、Aga-SK2 細胞投与群でも尿細管
の構造はほぼ正常に保たれており病理組織像の観察からも細胞性製剤投与によるメサン
ギウム細胞増殖性糸球体腎炎の発症遅延が確認された (Fig . 34-C ， E, F) . 
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Fig.33 Therapeutic eITect of APA-SK2 cells, Aga-SK2 cells, free SK2 cells, and SK2 mAb 
00 proteinuria io hIL-6 Tgm. The treatment of each group was as described in Fig.30. The 
protein concentration in urine was me出ured by Bio-Rad protein assay kit 
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Fig.34 Histologi凶1appearaoce of kidney 回 hIレ6Tgm at 14 weeks of age with pe吋odic acid 
Sch?T sta出回g. A: Noπnal mice; B: Un汀eated hlL-6 Tgm; c:SK2 mAb-administer巴d hlL・6




(Fig . 35) . 特に APA-SK2 細胞投与群においては SK2 乱め頻回投与群を凌ぐ延命効果が
得られた .
以上の結果は， Aga-SK2 細胞あるいは APA_-SK2 細胞の投与が hIL-6Tgm のIgGl プ
ラズマサイトーシスおよびメサンギウム増殖性腎炎の抑制に非常に有効であり， Aga-SK2 
細胞および APA-SK2 細胞が SK2mAb 徐放化担体3 即ち細胞性製剤として生体内で十分
に機能し得ることを示している.
-49-





Fig.35 EO'ect of APA-SK2 cells, Aga-SK2 cells, 
free SK2 ceUs, and SK2 mAb on sun;j'¥'al time 
ofhIL・6Tgm. The tr巴atment of 巴ach group was 
as described in Fig.30. ( ・) : Untreated hJL-6 Tgm; 
(ム): SK2 mAb・administered hlL・6Tgt百; ( ロ) : Free 
SK2 cell-injecl巴d hIL-6 Tgm; ( ・ ): APA-SK2 clｭ
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C57BL/6 マウスの腹腔内に投与した .'\PA-SK2 細胞の Mτ寸活性と SK2 mAb分泌量の
経日変化を Fig.36 に示す.投与後 21 日固まで A主PA-SK2 細胞の }\fIT 活性は上昇し，生
細胞数の増加が確認された.しかしながら 3 投与 30 日目以降では生細胞数の減少が観察
され，細胞密度の増大によるカプセル内部への物質拡散の制限あるいはホスト免疫系から
の攻撃により封入 SK2 細胞が死滅することが示唆された. APAcSK2 細胞の SK2 rn..~b 分
泌機能は投与後 46 日自においても維持されていたが， SK2 m.!\b 分泌量はカプセル内の生
細胞数に依存した推移を示した in \;rivo から回収した AP~~-SK2 細胞の 11TT 活性および
SK2 mAb 分泌量はともに in vitro で培養した場合 (Fig .27) と比較して高値を示した.
これはp ホスト体内で産生されるサイトカイン類が SK2 細胞の増殖および細胞機能に何ら
かの影響を与えたためであろうと考えられた.尚 データには示していないが回収した
APA マイクロカプセルの表面は intact であり ホストの炎症反応は認められなかった.
Fig.36 Prof? ofprolifera凶on and SK2 mAbｭ
secretion of AP A・SK2 cells 阻Ijected into 
aUogeneic recipient Three ml of APA-SK2 
cells , 1 X 1伊 cell5 per mJ of caps叫 es ， were 
intra戸ritoneally i吋ectedinto normaJ C57BL 6 
mice at 7 weeks of age. APA-SK2 cells were 
re出evedfrom these mice, and the 恥打寸 assa)
was de¥'eJoped on the indicat巴dday. The 
白nountof secreted SK2 π凶bwas caJcuJated 
based on the concentration in conditioned 
medi凶ηwhich was measured with a mouse 
IgGl・ELl SA system. Each data point represents 
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in vivo における固定化 SK2 細胞の機能評価
前節の結果により， Aga-SK2 細胞および.ザ'A-SK2 細胞の細胞性製剤としての投与が
SK2 rnA.b の in vivo 長期デリパリーに非常に有効であり，その有効性は‘主PA.-SK2 細胞の
方がAga-SK2 細胞よりも高いことが示された.そこで3 本節では APA-SK2 細胞が




7 週齢の C57BL/6 雌性マウスに APA-SK2 細胞 (3X 106 cells/3 ml of 
capsules/ mouse) を腹腔内投与した.経目的にこれらのマウスを開腹し， APA-SK2 細
胞を無菌的に回収した. APA-SK2 細胞の MTT 活性を測定すると共に， 10% FCS 含有
RPMI1640 で 24 時間培養し，培養上清中の SK2 rnAb 濃度を mouse IgG 1-ELISA にて
測定した.







.APA-SK2 細胞を投与した C57BL/6 マウスの血中 SK2 瓜~b 濃度を Fig . 37 に示す.血
中 SK2 mAb 濃度推移は Fig.36 で示した AセP~~-SK2 細胞の生細胞数変化にほぼ一致して
おり投与後日日目から 70 日自にかけて 1 mg/ml の SK2 mA.b が検出された.また
APA-SK2 細胞による SK2mAb の in 'vゴγo デリパリーの可能な期間が 80 日程度にも及ぶ
ことが判明した. hIL-6Tgm の血中 hIL-6 濃度が約 600 pg/rn1であることを考慮すると 3
hIL-6Tgm の腹腔内に投与した APA-SK2 細胞から放出された SK2mめは，血液循環を
(2) 血中 SK2 mAb 濃度の測定
7 週齢の C57BL/6 雌性マウスに APA-SK2 細胞 (3X 106 cells/3 ml of 
capsules/ mouse) あるいは free SK2 細胞 (3.75X 107 cells/ml/mouse) を腹腔内投与
した.経目的に尾静脈より採血し，血清中の SK2 mAb 濃度を IL-6 依存性の増殖を示す
MH60.BSF2 細胞 247)を用いた bioassay にて測定した. 96 穴培養プレー トに 4 pg/ml の
hIL-6 および、 10% FCS を含有する RPMI1640 に懸濁した N1H60.BSF2 細胞を 5X103 
cells/well で播種し 3 ここに精製 SK2 mAb あるいはサンプル血清を添加した. 68 時間培
にU
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投与後 100 日目に回収した APA-SK2 細胞の電子顕微鏡写真を Fig.38 に示す.カプセ
ル内の SK2 細胞は一つの細胞塊として存在しており 3 その表面において個々の細胞を識別
することは不可能であった (Fig.38-A ， B) .断面を観察すると細胞塊の表面付近 (Fig.38-C
左上)に正常な細胞形態を維持した SK2 細胞は認めることができず，内部 (Fig.38-C 右
, D) に細胞様の粒子が僅かに存在していた.また，細胞塊は内部まで非常に密であり，
カルシウム塩等の沈着によると推察される石灰化様の現象が認められた.一般的な樹立細
胞株は永久増殖能を有し接触阻害を示さないという事実から，封入 SK2 細胞はんp~--\ マイ
クロカプセル内に充満した後も限界まで増殖を続け，増殖のためのスペースが消失すると
細胞機能を維持できなくなり死滅したと考えられた.
介して全身性にデリパリーされ，投与後 80 日間もの長期に渡って hIL-6 の作用を十分に














には SK2 細胞を，病態モデル動物には hIL-6 Tgm を選択し検討を行った.培養系での評
価により， .A.ga-SK2 細胞およびA.PÀ-SK2 細胞は SK2 ~-\b の徐放化担体として十分な
機能を有しており，担体内部に封入された SK2 細胞は極めて良好な細胞形態を保持してい
ることが判明した.この結果は， これら細胞性製剤のモデルを生体内に投与することで3
長期間に渡る SK2 mAb のデリバリーが可能となることを期待させた.そこで3 加齢に伴
い IgGl プラズマサイトーシスおよびメサンギウム細胞増殖性糸球体腎炎を発症し， SK2 
mAb の長期頻回投与によってそれらの病態改善が認められる hIL-6Tgm に， Aga-SK2 
細胞あるいは APA-SK2 細胞を単回腹腔内投与し，その治療効果を評価した.
Aga-SK2 細胞あるいは APÀ-SK2 細胞を投与した hIL-6 Tgm では3 無処置群と比較し
て IgGl プラズマサイトーシスおよびメサンギウム細胞増殖性糸球体腎炎の明らかな発症
抑制が確認された.病態改善効果に伴って顕著な延命効果も観察され，これらの治療効果
はAga-SK2 細胞投与群よりも :-\Pi\-SK2 細胞投与群でより大きく現れた.高分子担体に
封入していない free SK2 細胞を投与した hIL-6 Tgm には殆ど治療効果が無かったこと，
また APA.-SK2 細胞投与群においては SK2 IIL~b を長期頻回投与した群を上回る治療効果
を示したことから，高分子担体が内部に封入した SK2 細胞をホストの免疫系から保護し 3
小括第四節
Fig.37 Concentration of serum SK2 mAb in C57 
BU6 mice injected with APA.SK2 celJs or free SK2 
ceUs. Three ml of APA SK2 cells , 1 X 106 cclls pcr 
ml of capsules , or 5∞ μI of fn:e SK2 cells , 7 . 5 〆 10-
cells per rnl , were intraperitoneally injected into 
normal C57Bし6 mice at7 we巴ks of age. ( ・ ) : AP且・
SK2 cells-injected C57BL 6 mice; (c): Free SK2 
C巴 IIs-inj巴cted C5沼L6 mlce. The SK2 mAb 
concen廿a tI on in serum was measured by 1-.1 160.BSF2 
cells-proliferation assay system Each data point 
represents the mean::!:SE¥1 of 4 mice 
Fig.38 Micrograph of AP A・SK2ceUs at day 100 post.回IJec t1on. APA-SK2 cells , 1 X 106 
cells per 凶 of capsules, were intra戸riton巴ally injected in C57BLi6 mice. On day 1∞， 
APA-SK2 cells were retrieved from these mice , and the surface ( A, B) or the cross section 
(C, D) of cluster of SK2 cells was photographed with scanning electron microscopy. 
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hIL-6 Tgm に対する細胞性製剤の治療効果が SK2rr出b の長期デリバリーに起因する
ことを確認するために ， allogeneic なホスト体内における .AP.A-SK2 細胞の機能に関して
詳細な検討を行った. .APλ-SK2 細胞はマウス腹腔内において良好な増殖を示し，それに
伴った SK2 乱.<\b 分泌量の増大を認めたが，投与後 30 日目以降では AP.....-\ カプセル内の
SK2 生細胞数および SK2mλb 分泌量の減少が確認された. .APA.-SK2 細胞が死滅する原
因として， in vitro培養系と同様に APA マイクロカフセル内の SI(2 細胞密度の上昇によ
り 3 栄養・酸素等の拡散がカプセル中心部にまで及ばなくなったことが推測された.この
A2.，\-SK2 細胞の機能低下は， .APA.-SK2 細胞を投与した CS7BL/6 マウスの血中 SK2
乱Ab 推移の結果からも示された. .-\PA.-SK2 細胞投与後 14 日目から 45 日目には，血中
に SK2mAb は 3----5 mg/rnl という高濃度で存在していたが，その後徐々に減少し，その
経目的な血中濃度推移は腹腔内の A主P~-\.-SK2 生細胞数と非常に相関していたこの 1\P.\­





本節における検討により， .APA-SK2 細胞は allogeneic なホスト体内にも関わらず， 80 






ミナーゼ欠損症 253) 血友病 2刊，アルツハイマー病 255-259〉，パーキンソン病 255.2 60-2功， 筋













質の徐放化担体として機能することが明らかとなった . また， APA_-SK2 細胞は投与後
20----30 日目に生細胞数が最大となり 3 その後封入 SK2 細胞が死滅していくことも判明し




を阻害し 3 細胞性製剤の治療有効期間を延長させるためには3 高分子担体による封入細胞
のホスト免疫系からの完全な隔離が望まれる.
免疫系はその機序および mediator から，大きく細胞性免疫と液性免疫の二つに分類さ
れる.移植免疫において， allograft の拒絶に対する免疫反応の主役はT リンパ球であり，
これは本来は自己細胞がウイルス感染や腫湯化により異端化したときにそれを排除するシ
ステムである 280) • allogeneic な細胞の主要組織適合遺伝子複合体 (m司jor
histocompatibilit:y complex ; ~IHC) 分子は自己細胞の ?\IHC 分子とは微妙な違いがあり，




く関与しており ， allograft の拒絶反応とは質的に異なったものである 280-286)
本章においては，細胞性製剤の開発における次のステッブとして，細胞性製剤の適用が
ホスト免疫系に及ぼす影響を，細胞性製剤とホストとが allogeneic な組合せの場合につい
て詳細に検討したまた SK2 細胞に対する免疫の成立したマウスに立主-SK2 細胞を投
与することで， APA マイクロカプセルの免疫隔離性を評価した.さらには，将来的に
xenogeneic な組合せで細胞性製剤による治療を行うことを想定し， . -¥PA . -SK2 細胞のウ
サギ抗血清に対する抵抗性を検討することで， . -\PA. マイクロカプセルの異種移植免疫に対
する隔離性も評価した.
第一節 SK2 細胞封入 AP.-\. マイクロカプセルの投与に対するホストの免疫応答
APA-SK2 細胞を hIL-6Tgm の origin である C57BL/6 マウスの腹腔内に投与し，ホ
ストの細胞性免疫および液性免疫の活性化に関して検討を行った SK2 細胞は B斗B/c
マウス由来のハイフリドーマであり 3 そのj\1HC ハプロタイプは H-2dである.また hIL-
6Tgm および、 C57BL/6 マウスの 1IHC ハブロタイプは H-2bであり ， SK2 細胞とは
allogeneic な関係となる.細胞性免疫活性は APA-SK2 細胞を投与したマウス牌細胞の




の血清をネガティブコントロールとしてそれぞれ使用した. 10% FCS 含有 RP::vlI 1640 培
地に懸濁した SK2 細胞を 96 穴培養プレートに 1.5x 105 cells/vvell で播種し，マウス血清
を最終濃度で 10%あるいは 1%となるように添加した. 37CC , 5% C02条件下で 30 分間イ
ノキュベーションし，補体源としてモルモット血清を最終濃度で 10%となるように添加し




細胞性免疫活性の評価は 51Cr 遊離測定法により行った. 7 週齢の C57BL/6 雌性マウス
に .APAcSK2 細胞のX106 cells/3 rr?of capsUleS/nlOUSe) あるいは free S1<2 納胞 (3
X 106 cells/mllmouse) を腹腔内投与した.投与後 9 日目あるいは 27 日円にこれらのマ
ウスから牌細胞を単離し，エフェクター細胞として使用した. SK2 細胞(1 X 10ﾎ 
cells/ml/mouse) を 1 週間毎に 4--5 回免疫した C57BL/6 マウスの最終免疫から 8 円後
に単離した牌細胞をポジティブコントロールとして， intact な C57BL/6 マウスの牌細胞
をネガティブコントロールとしてそれぞれ使用した 51Cr ラベル化 SK2 細胞は 51Cr の
然遊離が大きくターゲット細胞として使用することが困難であったため，ターゲット細胞
には SK2 細胞と同じ ~\'IHC ハブロタイプ (H-2d ) を発現しているマウスマストサイトー
マの P815 細胞を用いた. P815 細胞の 51Cr ラベル化は， 1000 FCS 含有 RP~lI 1640 熊地
で継代培養した P815 細胞を 1 X 101 cells/500μl に調製し， 100μCi の ::\'a251Cr04
(American Radiolabeled Chemicals) を添加して 37CC ， 5~0 C02条件下で 1 時間インキ
ュベーションすることで行った. 10% FCS 含有 RPI\'II 1640 培地で適当な細胞比に調製し
た 51Cr ラベル化 P815 細胞と牌細胞とを 37OC ， 5% C02条件下で 4 時間インキュベーシヨ
ンし，上清に遊離した 51Cr のカウントを y-カウンターで測定した.細胞性免疫活性はマウ
ス牌細胞のターゲット細胞に対する細胞傷害活性(%)で表し，以下に示す式に従って算
出した.
細胞溶解活性(%) = 100 ーターゲット細胞の生存率(%) = 100 一 ([l J / [2: X 100) 
[f :各サンプル血清添加群の Mτ寸活性
[2J :ネガティブコントロールの ~vITT 活性
尚 ， ネガティプコントロールの ~ITT 活性は， SK2 細胞を 10% FCS 含有 RP::vlI 1640 培




細胞傷害活性(%) = ([1ト [2 : ) / ([3J -[2]) X 100 
[1: :細胞傷害性 51Cr 遊離
[2J :自然 51Cr 遊離
[3J :最大 51Cr 遊離
APA-SK2 細胞の投与あるいは free SK2 細胞の投与がホスト細胞性免疫系に及ぼす影
響を Fig.39 に示す.ポジティブコントロール群のマウスから単離した牌細胞には，エフエ
クター細胞/ターゲ、ツ卜細胞 (E/T) 比がら0:1 のとき約 40%の細胞傷害活性を認め， SK2 
細胞に対する細胞性免疫が成立していることが確認された.投与後 9 日目の free SK2 細
胞投与群では E/T 比が 50 : 1 のとき 23%の細胞傷害活性が検出されたが，投与後 27 日目
にはどの E/T 比においても細胞傷害活性は認められなかった.この結果は，投与された
free SK2 細胞が投与後早期にホストの細胞性免疫系を介した拒絶反応を受け，その反応の
主体が MHC 拘束性の細胞傷害によるものであることを示している.一方， ~生PA-SK2 細
胞を投与したマウスの牌細胞には，投与後 9 日目および 27 日目のどちらにおいても P815
細胞に対する細胞傷害活性は検出されなかった.この結果から，封入 SK2 細胞とホストの
免疫担当細胞との接触を APA マイクロカプセルが妨げたことにより，ホストに ~IHC 拘
束性の細胞性免疫が成立するのを抑制したことが推察された 287，288) またこの結果は， AE-¥ 
マイクロカプセルの破壊による SK2 細胞の漏出が殆ど無いことも併せて示しており，
APA-SK2 細胞がホストの腹腔内で安定に存在していることがうかがえた.
APA-SK2 細胞投与あるいは free SK2 細胞投与がホスト液性免疫系に及ぼす影響を
Fig.40 に示す. free SK2 細胞投与群の 10%血清では投与後の日数に伴って僅かずつでは
あるが SK2 細胞溶解活性の上昇が認められ3 投与後 27 日目においては約 25%の SK2 細
胞が傷害された.一方， APi\-SK2 細胞投与群の投与後 21 日目以降に回収した血清には顕
尚，最大 51Cr 遊離あるいは自然 51Cr 遊離はそれぞれ 0.1%Triton X-100 あるいは 1000




C57BL/6 雌性マウスに APA-SK2 細胞 (3X 106 cells/3 rr?of capsules/mouse) あるい
は free SK2 細胞 (3X 106 cells/mllmouse) を腹腔内投与した.投与後 7 円目， 14 日目，
21 日目あるいは 27 日目にこれらのマウスから採血し，血清を-80ac で保存した. SK2 細
胞 (1 X 107 cells/ml/mouse) を 1 週間毎に 4"'5 回免疫した C57BL/6 マウスの最終免疫





著な SK2 細胞溶解活性が検出され，投与後 28 日目にはポジティブコントロールの血清と
同等の細胞傷害活性を認めた.即ち， A.PA-SK2 細胞を投与されたホストには抗 SK2 細胞
抗体の産生が誘導されることが明らかとなり，これは， i\PA-SK2 細胞から持続的に分泌
される様々なタンパク質中に存在する 3 可溶性のアロ抗原 289) あるいは腫療関連抗原 290) に
よりホストの液性免疫系が活性化されたことを示唆している.
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そこで本節では， SK2 細胞で免疫した C67BL/6 マウスに APA-SK2 細胞を腹腔内投与
し，その増殖を intact な C67BL/6 マウスに投与した場合と比較することで，活性化され
た allogeneic なホストの免疫系に対する APAマイクロカプセルの免疫隔離性を評価した.
また，拒絶反応の主役が液性免疫であろうと考えられる xenogeneic な細胞性製剤の適用


















実験材料と方法28 21 14 7 28 2] 14 7 
(1) allogeneic な抗 SK2 細胞活性に対する APA-SK2 細胞の抵抗性の評価
C57BL/6 マウスに SK2 細胞(1X 107 cells/ml/mouse) を 1 週間毎に 4-5 回免疫し，
最終免疫から 8 日後に.APA-SK2 細胞 (3X 106 cels/3 ml of capsules/mouse) を腹腔
内に投与した.また，対照群として intact な C57BL/6 マウスにも同様の APA-SK2 細胞
を投与した.投与後 14 日目および 28 日目に.APA-SK2 細胞を回収し，その Mγr活性を
測定した.
Fig.40 Anti-SK2 cell antibody levels 凪 APA-SK2 ceU-injected C57BLl6 mice. 
Three rnJ of APA-SK2 cells (1 X 1伊 cells per ml of caps叫 es ; 0) or 1 ml of free 
SK2 cells (3 X 106 cells/rnl ; ロ) were intraperitoneaJly inj巴cted into C57BL/6 rnice 
at 7 weeks of age. On days 7 , 14, 21 or 幻 after i吋巴ction ， sera were collected 
from these rnice and applied to an antibody rnediated cytolysis assay. The % of 
cytolysis was caJculated by the following forrnula; (% of cytolysis) = 1∞ ー(% of 
viable cel number) = 1∞ -[(A 595 65 of experirnental group) / (A 595.65 of negative 
control)] X 1 ∞. Target SK2 cells of negative control were incubated with serurn 
of intact C57BU6 mice instead of test serum. The dashed line expresses the 
cytolytic activity of serum prepared from SK2 cell-immunized C57BL/6 rnice 
Each data point represents the rnean土SDof 3 rnice. 
Days after injection 
(2) ウサギ抗 SK2 細胞抗血清の調製
-59-??? ?
Fig.39 Cytotoxic adi叶ηofsplenocytes isolated from AP A・SK2cell-injected C57 
BU6 mice. Three ml of APA-SK2 c巴 115 (1 X 106 cells per ml of capsules; 0) or 1 rnl 
of free SK2 cells (3 X 106 cells ml ; ロ) were intraperitoneally i町 ected into C57BL 6 
mice at 7 weeks of age. On day 9 or 27 after injection, splenoc戸es were isolated frorn 
these rnice and incubated with 51Cr-labeled P815 cells (H-2 d) which were used as 
target ce1l5 at3アC in 5% CO 2for 4 h.The splenocytes of intact ( ・ ) or SK2 cells 
immunized (・) C57BL6 rnice was used as the negatiye or positi¥'e control , 
respectively. The radioactivity of released 51Cr was counted by a y-counter, and the I?
of cytotox.icity was calculated by the following formula; (% of cytotoxicity) ニ
[(experirnental 51Cr-release) ・ (spontaneous 51Cr-release)] [(rnaxirnurn 51Cr-release)ｭ
(spontaneous 51Cr刊lease)] X 1∞. Maximurn 51Cr・releas巴 orspontaneous 51Cr・
rel回se was deteπruned b)・ incubating 51Cr-labeled P815 cells with 010る TritonX-lOO 
or RPMI 1640 rnedium supplemented with 10% FCS for 4 h and counting the 
su戸matant ， respectively. Each data point represents the rnean:tSD of 3 or 4 mice. 
Fig.41 Cell viability of APA剖(2cells i吋 ected
出toSK2 ceU-immunized C57BLl6 mice. Three ml 
of APA-SK2 cells (1 〆 1 ()6cells per ml of capsules) 
were intraperitoneally injected into intact (dot 
column) or SK2 cell-immunized (slash column) C57 
BU6 mice. On days 14 and 28 after injection , the 
APA-SK2 c巴115 were r巴tri巴 vedfrom these mice , and 
their viability was evaluated by .1\.打T assay. Each 






SK2 細胞 (1X 106 cells) を約 1 週間毎に 5 回， 10 週齢の日本白色家兎に静脈内投与し
た.最終免疫より 9 日後に頚動脈より全血液を採取し3 得られた抗血清を凍結乾燥後一800C
で保存した.
28 





(3) ウサギ抗 SK2 細胞抗血清に対する&主P.A.-SK2 細胞の抵抗性の評価
ウサギ抗 SK2 細胞抗血清に対する立主-SK2 細胞の抵抗性の評価は抗体-補体依存性細
胞溶解測定法により行った. 1000 FCS 含有 RP1H 1640 培地に懸濁した .~A-SK2 細胞(l
X 106 cells/ml of capsules) および free SK2 細胞を 24 穴培養プレートに 1X 105 
cells/\vell で播種し 無処理あるいは非働化処理 (56OC ， 30 分)したウサギ抗 SK2 細胞
抗血清を最終濃度で 10% ， 3%あるいは 106となるように添加した. 37OC , 500 C02条件下
で 24 時間インキュベーションした後， 1ITT 法により SK2 細胞の吋ability を測定した.
SK2 細胞の吋ability (%)は以下に示す式に従って算出した.
予想される.その後，封入 SK2 細胞を傷害するためには一連の補体反応の誘導が不可欠で
ある.しかし 3 補体系には抗体分子 (lgG ; ~1.\V.=160 ，000) よりも分子量の大きな構成成





(membrane cofactor protein; CD46) 292-29心， DAF (decay-accelerating factor ; CD55) 
295-298) , HRF20 (20 kD homologous restriction factor ; CD59) 299-301)の三つの分子は代
表的な細胞膜上に存在する補体制御因子であり 3 これらは自身の存在する細胞膜上での補





SK2 細胞膜上の補体制御因子によって十分に阻害され， SK2 細胞の溶解は閉止される可能
性がある.
そこで，マウス補体制御因子が阻止することのできない異種動物の液性免疫系からの攻
撃に対する， APA マイクロカプセルの免疫隔離性を評価した (Fig .42) .ウサギ抗 SK2
細胞抗血清は 1%の濃度で free SK2 細胞を 100%傷害した . 一方， APi\-SK2 細胞は 10%
ウサギ抗 SK2 細胞抗血清中で 24 時間培養後も約 50%の viability を維持しており，完全と
はいえないまでも APA マイクロカプセルは異種の液性免疫系から封入細胞を保護した.
データには示していないが，非働化したウサギ抗 SK2 細胞抗血清の添加では SK2 細胞へ
の傷害性が全く認められなかったことから， APA マイクロカフセルが補体成分の透過をー
吋ability (%) = [lJ / [2:X 100 
[lJ :ウサギ抗 SK2 細胞抗血清添加群の 11TI 活性
[2~ :ネガティブコントロールの ~1τ寸活性
尚，ネガティブコントロールの Mτ寸活性は， . ~.A-SK2 細胞あるいは free SK2 細胞を
10% FCS 含有 RPMI1640 培地のみでインキュベーションした場合の ~lTT 活性を表して
いる.
前節までに記載の操作法に従った.
APA-SK2 細胞をモデルに細胞性製剤の免疫隔離性に関して検討を行った. SK2 細胞に
対する免疫を獲得した C57BL/6 マウスの腹腔内に投与した 4ぜi\-SK2 細胞のI\lTT 活性
は，投与後 14 日目および 28 日目において， intact な C57BL/6 マウスに投与した
APA-SK2 細胞の MTI 活性と同等であった (Fig.41) .前節の検討において， SK2 細胞
で免疫したマウスには SK2 細胞を傷害するのに十分な細胞性免疫および液性免疫が誘導




287 ，288) 一方，活性化された液性免疫系からの APA. マイクロカプセルの保護効果は，以下
の機構に起因すると考えられた.まず APA マイクロカプセルは第一章・第二節および前
章の検討により，抗体分子を透過することが確認されていることから， SK2 細胞免疫マウ
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Fig.42 Resistancc of APA-SK2 cclls aga泊st
rabblt ant?SK.2 ccU antiscrum. APA-SK2 cells (1 
X 1伊 cells per ml of capsul 巴s ; ・ ) or free SK2 cells 
(C) were incubated in RP~lI同40supplcmented 
with 10% FCS and 0, 1, 3 , or 10% rabbJt anti-SK2 
cel antiserum at 370C in 5% CO 2 for 24 h The 
cel viability was c¥'aluated by?\汀T assay , and the 
% of viabiliり. was calcuJated as folo¥'s. (句 of
¥'iability) = [(A 595・655of experimental group) (λ595 
655 of non-anlJserum group)] X 1∞， Each data pOJnt 
represents the mean::!::SD of 3 cultures 
細胞性製剤投与によるホストの免疫活性の変化，およびホスト免疫系が及ぼす細胞性製
剤への影響を， APA-SK2 細胞をモデルとして検討した. C57BL/6 マウスに APA-SK2









立した場合を想定して， SK2 細胞に対する特異的な細胞性免疫が成立した C57BL/6 マウ
-62-
ス腹腔内での APA-SK2 細胞の増殖を検討した. SK2 細胞による免疫処理を施した
C57BL/6 マウスの腹腔内における APA-SK2 細胞の増殖は， intact な C57BL/6 マウス
の腹腔内での増殖と同等であり，活性化されたホスト細胞性免疫系の攻撃から封入 SK2 細
胞が保護されていることが示された.この結果は，特異的に SK2 細胞を傷害するホス卜免






された C57BL/6 マウスの血中抗 SK2 抗体レベルを評価したところ，投与 21 日目以降に
顕著な上昇が認められ，明らかに液性免疫系による SK2 細胞抗原の認識とそれに伴う活性






サイズであろうと予想されることから， cellline の細胞を用いた allogeneic な組合せによ
る細胞性製剤の治療においてアロ抗原あるいは腫療関連抗原特異的抗体の産生は免れない
ものと考えられる.しかしながら，先に示した SK2 細胞で免疫した C57BL/6 マウスには，
SK2 細胞に特異的な細胞性免疫の誘導と共にその血中に抗 SK2 細胞抗体の存在を確認
している.即ち，抗 SK2 細胞抗体を有するホストの腹腔内においても APA-SK2 細胞の
増殖は影響を受けず，活性化された液性免疫系の攻撃を回避する何らかの機構が存在する
ことが示唆された.また，第三章・第三節で示した APA-SK2 細胞の細胞性製剤としての







に共通する抗原(種特異抗原)と反応し 3 生まれながらに存在する抗体を指す 280-286) 即
ち， xenogeneic なホストに適用する細胞性製剤は3 封入細胞に対する特異的液性免疫か
らの攻撃を完全に回避しなければならない. ..えPA-SK2 細胞をウサギ抗 SK2 細胞抗血清を
含む培地中で培養したところ， i\PA マイクロカフセルは抗血清による封入 SK2 細胞の傷
害を一部抑制した.この結果は， APA 膜が補体成分の透過を完全ではないが制限している
ことを示唆しており，先に示した SK2 細胞免疫 C57BL/6 マウスの液性免疫系からの
• 3-
APA-SK2 細胞の保護も，同様に A.PA 膜の補体透過抑制に起因すると推察された.しかし
ながら ， この機構だけでは i\P:\-SK2 細胞が allogencic なホストの液性免疫から完全に保
護された理由を十分には説明できない.
そこで， SK2 細胞のウサギ抗 SK2 細胞抗血清とマウス抗 SK2 細胞抗血清とに対する抵
抗性の違いに着目した.ウサギ抗 SK2 細胞抗血清は僅か 1%濃度で 100%の SK2 細胞傷 ρ
活性を示したが， 一方3 マウス抗 SK2 細胞抗血清はモルモ ッ ト補体を添加しない限り全 く
SK2 細胞を傷害しなかった.この細胞傷害活性の差は， SK2 細胞表面に存在する補体制御
因子の種特異的な働きに因るものであろうと推測している.即ち ， :-¥P:¥ -SK2 細胞が





免疫の活性化と ， それに伴う特異抗体の産生が促されることが判明した.また ， l\P:\ マイ
クロカプセルが allogeneic なホストの特異的な免疫反応から封入細胞を保護することは可
能であるが， xenogeneic なホストの液性免疫系から封入細胞を完全に保護することはで
きないことも明らかとなった . APA.. マイクロカプセルの抗体一補体系に対する免疫隔縦性
については， AP.A..膜の抗体分子・補体分子の透過性 4ï， 56.302-30心や .APA 膜による補体の活性
化 303)等の様々な点で未だ統一的な見解が得られていない.また ， 最近の研究により ， アル
ギン酸マイクロビーズに封入した細胞が活性化マクロファージの産生する ~O により傷害
されること 305 ，30 6) およびi\PAマイクロカプセルがマクロファージの活性化を促すこと 30η



















を越えると ， アガロースマイクロビーズがホスト組織内へ取り込まれたり表面に fibrosis
が観察された. 一方， .-\P.A マイクロカプセルの膜厚は用いたボリ (L) リジン (PLL) の分
子量および反応回数に依存しており 3 膜厚の増大に従って高い強度を示した.また ， A.P . -¥ 
膜の物質透過性を制御することが可能であり，膜の網目構造が PLL の分子量および反応回
数に依存することが示唆されたマウス腹腔内に投与された. -\P..!\.マイクロカプセルは，
投与後 3 ヶ月目においても殆どが intact な状態で回収され， 生体適合性に優れていた.
以上の検討から，アガロースマイクロビーズは長期間の投与における生体適合性にやや
問題を残すものの，非常に高い強度を有しているため腹腔内ばかりでなく皮下や種々組織














を in \171，/0血管新生定量法として確立した mouse hemoglobin enzyme-linked 
immunosorbent assay (mHb-ELISA.) により ， 精度良く評価できることを確認した.癌





因子の影響を強く受けていることを示しており ， 本系が痛細胞の in viγo血管新生誘導能
の評価ばかりでなく，腫蕩血管の構造・機能解析にも有用であることが示唆された.また，
本系で誘導された血管新生は，既に血管新生抑制活性が報告されている物質によって阻害
を受けたことから，本系が腫蕩血管新生抑制剤の in '.ゴγo スクリーニング系としても応用
可能であることが明らかとなった.




生体内で理想的な DDS の概念を遂行している細胞を ， 生理活性物質の徐放化担体として
疾病治療に応用すべく，高分子担体を用いた細胞の製剤化を試みた.細胞性製剤のモデル
には高分子担体に封入した抗ヒトインターロイキン-6 抗体 (SK2 mAb) を分泌する SK2
細胞を選択し，またその有効性を評価するための病態動物としてはヒトインターロイキン
-6 トランスジェニックマウス (hIL-6 Tgm) を用いた.
SK2 細胞封入アガロースマイクロビーズあるいは APA. マイクロカプセルは3 培養系に
おいて SK2 mAb の分泌機能を維持することが認められた.これらを腹腔内投与した
hIL-6Tgm では，顕著な IgGl プラズマサイトーシスおよびメサンギウム細胞増殖性腎炎
の発症遅延とそれに伴う延命が認められた.また， APA マイクロカプセルに封入された
SK2 細胞 (APA-SK2 細胞)が hIL-6Tgm の origin である C57BL/6 マウスの腹腔内で
生存・増殖し， SK2 mAb 分泌機能を長期間保持しているととも確認された.さらに，
APA-SK2 細胞を腹腔内投与した C57BL/6 マウスの血中には， SK2 mAb が投与後 80 日
間に渡って検出可能であったことから， hIL-6Tgm の治療効果が確かに投与された細胞性
製剤の機能に起因していることが示された.これらの動物実験モデルの結果は， r高分子担
体に封入した機能性細胞の投与が生理活性物質の in vivo 長期デリパリーに非常に有効で
あることを示すと共に細胞の製剤化に最も大きな障害である免疫学的バリアーを打破で
きたことを示唆している.しかしながら，細胞性製剤の治療有効期間には限界があること




















細胞をモデルに ， 細胞性製剤投与による allogeneic なホスト免疫活性の変化およびAPA
マイクロカプセルの免疫隔離能に関して検討を行った.
APA-SK2 細胞の allogeneic な投与により，ホストの細胞性免疫系は影響を受けなかっ
たが，液性免疫系が活性化され， 血中に SK2 細胞に対する抗体が検出された.この特異抗
体の産生は， APA-SK2 細胞から可溶性のアロ抗原が持続的に分泌されることに因ると考
えられ， allogeneic な組合せの細胞性製剤の適用において逃れることが困難なホスト免疫
















1. アガロースマイクロビーズはアガロース濃度を，アルギン酸ーポリ (L) リジンーアル
ギン酸 (APA.) マイクロカフセルはポリ (L) リジンの分子量をそれぞれ変化させるこ
とで，物質透過性・強度等の特性が異なる高分子担体の調製が可能であることを明ら
かとした.またy カプセル強度に主眼をおいたんPA マイクロカフセルの改良として，
















新生誘導が阻害されたことから 3 本系が腫療血管新生抑制物質のスクリ ーニング系と
しても非常に有効であることが判明した.
4. 高分子担体に封入した抗ヒトインターロイキン-6 モノクローナル抗体 (SK2





5. APA マイクロカプセルに封入した SK2 細胞 (APA-SK2 細胞)は，アロジェニッ
ーィ58-
クなマウスの体内で生存・増殖することが可能であり， SK2 mAb の分泌機能を維持
していることを明らかとした.また3 このマウスの血中には SK2 mi\.b が投与後80





















ヒトインターロイキントランスジェニックマウス (hIL-6 Tgm) および抗ヒトインター ロ











1) Mjzuguchi, H. , ì\akagav,ra, T., N紘anishi ， Y.l., Imazu , S. , :，\;紘agawa， S. 加d Mayurni, T. (1996) 
B卲chem. Biophys. Res. Co刀Uηun. 2] 8 , 402-407 . 
2) Nlizuguchi, H. , Kはagawa， T., 1\法釦ishi ， M. , 1m沼u ， S. ，~北anishi ， T. , Kondoh , l\l., Nakagawa, S. 
and Mayurni , T. (1996) Prog. Drug Deliv. Sys. V , 149-152. 
3) N出agawa， T. ， M包uguchi ， H. , 1m沼u ， S. , :\Takanishi, :V1., 1\出agawa，S. and :vIayurni, T. (1996) Prog. 
Drug Deliv. Sys. F , 153-156. 
4) Iw引a， H. , Ame凶ya， H. , ~latsuda， T., T出ano， H. and Akutsu, T. (988) よ Bíoactív Compat兊le 
Polym. 3 , 356-369 . 
5) Krestow , 11., Lum , Z.-P. , Tai, I.T. and Sun, A.~1. (1991) Transplantation 5 1, 651-655. 
6) O'Shea, G.~1.， Goosen , :¥1.FA. and Sun , A.~1. (1984) B卲chim. B卲phys. Acta 804 , 133-136. 
7) O'Shea, G..¥l. and Sun , .'¥.¥1. (1986) D僘betes 35 , 943-946. 
8) Sun , A..¥l. and O'Shea , G.~1. (1985) J. Control. Release 2 , 137-141. 
9) Fan, .\-1.-Y., Lum , Z.-P. , Fu , X.-\V. , Le\Tesque , L., Tai, I.T. and Sun , A. ~l. (1990) Diabetes 39 , 
519-522. 
10) Lacy , P.E. , Hegre , 0.0. , Gerぉimidi-\Tazeou ， :\., Gentile, F.T. and Oionne , K.E. (1991) Science 
254 , 1782-1784. 
11) Sun , A..\1., Parisius , W. , .\lacmorine , H. Sefton, ~1. and Stone, R. (1980) Ar訂正 Organs 4 ,275-278. 
12) S∞n-Shiong ， P. , Heintz , R.E. , ~lerideth， :\., Yao, Q.x., Yao, Z. , Zheng, T., M山-phy ， 1\1., ~lo1oney， 
M.K. , Schmehl, 1\1., Harris , .\1. , .\1endez , R., .\lendez, R. and Sandford, Pλ. (1994) Lancet 343 , 
950-951. 
13) Iwata. H.. T出agi. T.. Ameロùya， H. , Shir凶ZU ， H. , Yamぉ凶ta ， K. , Kobayぉhi， K. and .-\kutsu, T. 
(1992) J. Biomed. l¥later. Res. 26 , 967-977. 
14) Lum , Z.-P. , Kresto\\', 0.1., Tai, I.T., Vacek, 1.and Sun, A.11. (1992) Transplantat卲n 53 , 1180-1183. 
15) Chen , C.-F. , Chern , H.-T. , Le u, F.-J. , Chang , T.-.\1., Shian, L.-R. and Sun , A.~1. (1994) A刀iよ
Organs 18 , 193-197. 
16) Lum , Z.-P. , Tai , I.T., Kresto\\', 1\1., 1\orton , J.， γacek ， 1.and Sun , A.~1. (1991) D僘betes 40 , 
1511-1516. 
17) Inaba , K. , Zhou, 0. , Yang, B. , \'acek, 1.and Sun, A.1¥. (1996) Transplantation 61 , 175-179. 
18) DeVos , P. , Wolters , G.H.J., Fritschy, ¥V..¥1. andγ釦 Schilfgaarde ，R. (1993) Int. よ占訂正 Organs16 ，
205-212. 
19) Wu , Z. , Lu , Z. and Sun , A.?1. (1988) Jnt. よ Pancreatol. 3 , 91-100. 
20) Iwata, H. , Amerniya, H. , Matsuda, T. , T出ano， H. , Hayashi , R. and Akutsu , T. (1989) D僘betes 3 8 
Supp1. 1 , 224-225. 
21) Wu , Z.G. , Shi, Z.Q. , Lu ,Z.N. , Yang, H. , Shi, F.Y., Zheng , X.R. andSun , A.M. (1989) ASAI0Trans. 
35 , 36-738. 
22) Wong, H. and Chang , T.~1. S. (1986) lnt. J. Artif. Organs 9 , 335-336. 
23) Chang , T.M.S. (1992) Art?f. Organs 16 , 71- 74 . 
24) Bn江ù， S. and Chang , T.M.S. (1991) Jnt. よ Artif Organs 14 , 239-241. 
25) Dixit , V. , Arthur, 1¥. and Gitnick. G. (1993) Biomater. Arti王 CellsJmmobil. Biotechno1. 21 , 
119-133. 
26) Bn川， S. and Chang , T.11.S. (1989) Biomater. ilrtif. Cells 占訂正 Organs1 7 , 403-411. 
27) Wong, H. and Chang , T.1¥.S. (1988) Biomater. 占出 CellsArtif. Organs 16 , 731-739. 
28) Bruni, S. and Chang , T.M.S. (1995) Jnt. J. Artif Organs 18.332-339. 
29) Dixit , V. and Gitnick , G. (1 995) よ Biomater. Sc? Polym. Ed. 7 , 343-357. 
30) Hirai, S. , Kasai, S. and Mito, M. (1993) Eur. Surg. Res. 25 , 193-202. 
31) Dixit , V. , Oarvasi, R., Arthur, M. , Brezina, 11., LewÌI1, K. and Gitnick, G. (1990) Hepatology 12 , 
1342-1349. 
-71-
32) Chen , G. , Peng, Y. , Lou , P. and Liu , J. (1991) AS.4JO Trans. 37 , l¥1439-t¥l440. 
33) Fu , X.W. and Sun , .r¥.ﾟl. (1989) Transplantation 47 , 432-435. 
34) Hasse, c., Schrezenmeir , J., Stinner, B., Schark , c., Wagner , P.K. , ~e山n創立1.K. and Rothm山1d ，1\1.
(1 994) 昨'orld よ Sぽg. 18 , 630 • 634. 
35) Darquy , S. and Sun , r\ふ1. (1987) ASAJO Tr.副首. 33 , 356-358. 
36) Abobはr， :¥.1¥1. (1994) Int. J. Artif. Organs 17 , 171-174. 
37) Hymer , W.C. , \Vilbur , D.L., Page, R., Hibb訂d ， E. , Kelsey, R.C. and Hatfield. J.1¥1. (1981) 
入reuroendocrinolo.日. 32 , 339-349. 
38) Dupuy, B. , Cadic, c., Gin , H. , Baquey , C. , Duな， B. and Ducassou , D. (1991) BJomateria1s 12 , 
493-496. 
39) Zhong-Ping, C. and Yao-Dong , B. (1994) Chiη.λJed. よ 107 , 200-204. 
40) Hj'mer , \V .C. , H訂kness ， J. , B訂tke ，_-¥. Wilbur , D. , Hatfield , J. ユ1.， Page , R. and Hibbard , E. (1981) 
入"eur促ndocr的ology 32 , 350-35-1. 
41) Christenson , L., .-\ebischer, P. and Galletti, P.l¥1. (1988) A5..4JO Trans. 34 , 681-686. 
42) K∞， J. and Chang , T.l¥I.S. (1993) In t. よ .Artif. Organs 16 , 557-560. 
43) Iwa回， H. , Kobayぉhi ， K. , T出agi， T., Oka, T.人"ang， H. ，占nemiya. H. , Tsuii. T. and Ito , F. (1994) 
J. Biomed. .¥Iater. Res. 28 , 1003-1011. 
44) Goosen , l\f.F.A, O'Shea , G.~I.， Gharapetian , Hぷ1.， Chou , S. and Sun , :-¥J¥l. (1985) Biotechnol. 
Bic疋ng. 27.146-150. 
45) King, Gλ ， Daugulis, .-\.J., Faullmer, P. and Goosen , :\l.Fλ. (1987) Biotechnol. 庁og. 3.231-240. 
46) G∞sen ， ~LFλ. ，King ， Gλ. ， ~1cKnight ， Cλ.and ~I訂cotte ， :¥. (1989) J. λJembr. Sci. 41 , 323-343. 
47) Ha1le , J.-P. , Bourassa, S. Leblond , FA. , Che¥;alier. S. , Beaudry , ~I.， Chapdelaine.A. , Cousineau , S. , 
Saintonge , J. and Yale , J.-F. (1993) Transplantation 55 , 350-354. 
48) Ma, X. , Vacek, 1. and Sun , .-¥.1¥1. (1994) Artif Cells. Bl∞d Substit. lmmobil. Biotechnol. 22 , 43-
69. 
49) Iwata, H. , Takagi, T. , Kobayashi, K. , Yar沼， H. and Ito , F. (1994) Transplant. 斤C氾 26 ， 789.
50) Hsu, B.R.S. , Ho, Y.S. , Fu , S.H. , Huang , Y.Y. , Chiou , S.c. and Huang , H.S. (995) Transplant. 斤C巴
27 , 3227-323 1. 
51) Chen , Z.-P. , Bao, Y.-D. , Gorc勾'ca ， \九i. and 1\10hr, G. (1995) Artif. Cells. Bl∞d Substit. JmmobJI. 
Biotechnol. 23 , 597-604. 
52) 古川， B. , Bruheim, P. , Espevik, T., Smidsrød , 0. , S∞n-Shiong ， P. and Skiåk-Bræk, G. (1996) 
Biomateria1s 17 , 1031-1040. 
53) 廿1U， B. , Bruheim, P. , Espevik, T., Smidsrød , 0. , S∞n-Shiong ， P. and Ski紘一Bræk， G. (1996) 
Biomateria1s 17 , 1069-1079. 
54) Shi凶， S.M. , Ne~'1Tlan ， E.L., Hopw∞d ， D. and Cushieri , A. (1 991) よ A1icr，ぽncapsυ1. 8 , 307-316. 
55) Iwata, H. , Morikawa, 1'\., F叫ü ， T. , Takagi, T. , Semejima , T. and Ikada, Y. (1995) Transplant. 斤C巴
27 , 3224-3226. 
56) Vandenbossche , G.M.R.. van Oostveldt, P. and Remon , J.P. (1991) J. Phann. Phar初acol. 43 , 
275-277. 
57) Spargo, B.J., Rudolph , A.S. and Rollwagen , F.M. (1994) Biomateria1s 15 , 853-858. 
58) Clayton, H.A., London, N.J .M. , Colloby. P.S., Bell, P.R.F. and James , R.F.L. (1990) Diabetes Res. 
14 , 127-132. 
59) Clayton, H.A. , London , N .J.M. , Colloby , P.S. , Bell, P.R.F. and James , R.F.L. (1 991) よ
Microencapsu1. 8 , 221-233. 
60) Wahoff, D.C. , Stephanian, E. , Gores , P.F. , Soon-Shiong , P. , Hower, c., Lloveras , J.K. and 
Sutherland , D.E.R. (1994)ηansplant. Proc. 26 , 804. 
61) Cadic-Arnadeuf, C.M. , Vitiello, S. , Baquey , C.V. and Dupuy, BJ.P. (1992) ASAIO J. 38, 1¥386-
M389. 
62) Klöck , G. , Frank, H. , Houben , R., Zekom, T., Horcher , A. , Siebers , U. , Wぬrle ， M. , Federlin , K. and 
-72-
Zirruneηnann， U. (1994) Appl. Microbiol. Biotechno1. 40 , 638-643. 
63) Zekom , T.D.C. , Horcher, A. , Mellert , J. , Siebers , U. , Altug , T. , Emre , A. , Hahn , H-J. and Federlin , 
K. (1996) ln t. よ Artif. Organs 19 , 251-257. 
64) S∞n-Shiong ， P. , Feldman, E. , Nelson , R., Heintz, R., Yao, Q. , Yao, Z. , Zheng , T. , Merideth , T., 
Ski紘一Bræk ， G. , Espevik , T., S凶dsrød ，O. and Sandford , P. (1 993) 丹OC.iVatl. A句d.ScJ. じSA90 ，
5843-5847. 
65) C凶yton ， H.A. , London , :\.J.M. , Colloby , P.S. , James , R.F.L. and Bell , P.R.F. (1992) Transplant. 
Proc. 24 , 956. 
66) S∞n-Shiong ， P. , Feldman , E. , l\elson , R., Komtebedde , J. , Smidsrød , 0. , Sk比一Bræk ， G. , Espevik , 
T., Heintz , R. and Lee, :¥1. (1992) Transplantation 54 , 769-774. 
67) Zimmeロn紅li1， U. , Klöck , G. , Federlin , K. , Hanning , K.. Kowalski , I\l., Bretzel, R. G. , Horcher,.-\., 
Entenrnann, 1 I., Sieber，じ. and Zekom , T. (1992) Electrophoresis 13 , 269-274. 
68) Cole, D.R., Waterfa1l, ~l.， :\lcIntyre , I¥l. and Baird, J.D. (1992) Diabetologia 35 , 231-237. 
69) Shimi, S. i\1., Hopw∞d ， D. , :\ewman, E.L. and Cuschieri , .-¥. (1991) Br. J. Cancer 63 , 675-680. 
70) Nilsson , K. , Scheirer , \\二Katinger ， H.W.D. and :\losbach, K. (1987) ivJethods En勾ímol. 135 , 
399-410. 
71) Nilsson , K. , Scheirer , W. , .\le口en ， O入V. ， Ostberg , L., Uehl, E. , Katinger , H.W.D. and :\losbach, K. 
(1 983)λTatυ:re 302 , 629-630. 
72) Xilsson , K. and 110sbagh , K. (1980) FEBSLet. 118 , 145-150. 
73) Iwata, H. ，.Arne凶ya， H. , :\Iatsuda , T. , :\lasuda, .\1., Tak加0，H. and .-\kutsu , T. (1991) .r-U-tif. Organs 
Today 1 , 229-236. 
74) Smidsr削， O. and Skjak-Bræk , G. (1990) Trends Biotechnol. 8 , 71-78. 
75) Sun , A.I¥l. (1988) Alethods Enzymol. 137 , 575-580. 
76) Um, F. and Sun , A.¥1. (1980) Science 210 , 908-910. 
77) Sun , A.M. , O'Shea , G.:¥1. and Goosen , 1\I. Fλ. (1984) App1. Bi∞hem. Biotechnol. 10 , 87-99. 
78) Chang , T..¥f.S. (1964) Science 146 , 524-525. 
79) Chang , T.i¥1.S. and pozn釘1S~'， I¥l.J. (1 968) 入'atぽθ218 ， 243-245.
80) Chang , T.11.S. , MacIntosh , F.C. and ~lason ， S.G. (1966) Can. J. Physiol. Pharmaco1. 44 , 115-128. 
81) Petruzzo , P. , Capp剖， A. ， Ruiu , G. and Brotzu , G. (1994) Tr釦splant. 斤oc. 26 , 3507-3508. 
82) Larnbe口i ， F.V. and Sefton , :¥IX. (1983) Biochim. Biophys. Acta 759 , 81-91. 
83) Siebers, U. ,Zekom, T. , Horcher ,A.,Klock , G. , Houben ,R., Frank , H. , Bretzel,R.G. , Zimmermann, 
U. and Federlin, K. (1994) Transplant. 斤C巴 26 ， 787- 788. 
84) Hulst , A.C. , Tramper, J. , '"an't 悶et ， K. and Westert日k，J.ﾌ¥f.:¥1. (1985) Biotechnol. Bioeng. 27 , 
870-876. 
85) Poncelet , D. , Lencki , R., Bea叫ieu ， C. , Ha1le , J.P. , ::,reufeld , R.J. and Fourr註er，A. (1992) Appl. 
AIIcrobiol. Blotechnol. 38 , 39-45. 
86) Path討し C.P. ， Sawhney, A.S. and Hubbeil. J.A. (1992) J .-tm. Chem. Soc. 114 , 8311-8312. 
87) Nilsson , K. , Bimbaum, S. , Flygare , S. , Unse, L., Schroder , U. , Jeppsson , U. , Larsson, P.- O., 
Mosbach , K. and Brodelius , P. (1983) Eur. J.Appl. .¥Jicrobiol. Biotechnol. 17 , 319-326. 
88) Zielinski, BA. and Aebischer, P. (1994) Biomaterials 15 , 1049-1056. 
89) Gupta, S. , K加， S. K.，Vemuru , R. P. ,Aragona , E. , Yerneni , P.R., Burk, R.D. and Rha , C.K. (1993) Int. 
よ Artff. Organs 16 , 155-163. 
90) Yoshioka, T. , Hirano , R., Shioya, T. and K汰0， 1¥1. (1990) Biotechnol. Bic吃ng. 35 , 66-72. 
91) 日rn ， F. and Moss , R.D. (1 981) よ PharηJ. Sci. 70 , 351-354. 
92) Sefton , M.V ., Dawson , R.M., Broughton, R.L., Blysniuk, J. and Sugarnori, 1¥1.E. (1987) Biotechnol. 
Bioeng. 29 , 1135-1143. 
93) Bo叩ag，A.H. and Sef抗toα∞n ， l¥rI 
94) BroughtωOαn凡1し， R.L. and Sef抗toαIO ， M入r人. (1989) BiわOαmη1at臼erials 10 , 462一465.
95) Sefton , M.V. , Broughton , R.L., Sug紅nori ， M.E. and Ma1labone , C.L. (1987) よ Contro1. Release 6 ,
-73-
177-187. 
96) Crooks , C.A. , Douglas , Jλ. ， Broughton , R.L. and Sefton , 1\1.γ. (1990) J. Biomed. Mater. Res. 24 , 
1241-1262. 
97) Da羽wsoαn ， R.l\L, BroリghtωO口凡， R.L., Ste\γ'ensoαn ， W.T.K. and Scf立toαn凡1 ， 1¥1 
360一366.
98) 孔M泊I恒凶凶allaめbコ刃O∞ne， C.上.L.， Cαr ∞ ks王匂 ， C λ . 創加1吐dS白ef穴toα∞n ， 1¥1 
99) H出su， B.R.一うS.叶， Cααhen ， H.←-C.吋.Fu ， S.一日.， Hua泊ar昭〕沼g ， Y.プ一Y. 釦dHu悶aれ昭g ，J 汀1.一もS. (1 9ω94心)J.Foσ'rm斤mηJO.ω's. λAled. A.ssoc. 
93 , 240-245. 
100) Halle. 1.P. , Leblond, Fλ. ， Landry , D., Fou凶er，A. and Che\'alier, S. (1992) Transp1ant. 片∞.24 ，
2930-2932. 
101) Wong, H. and Chang , T.1¥1.S. (1991) Biomater. 占訂正 Cel1sJmmobil. Biote chn 01. 19. 687-697. 
102) Ba必， M.C. , Cohen , S. ， γisscher ， K.B. ，刈lcock ， H.R. and Langer , R. (1991) Bio-TecJmology 9. 
468-471. 
103) Sefton ， :\l入'.， Kharlip, L., Ho[\'ath ， γ. and Roberts , T. (1 992) よ Control. Release 19 , 289-298. 
104) l\latthew , H.\V. , Salley, S.O. , Peterson , W.D. and Klein ，五l. D. (1993) Biotcchno1. 斤og. 9 , 510-519. 
105) :\lcKnight , C人， Ku. A. , Goosen , 1\I.Fム.， Sun , D. and Penney. C. (1988) J. Bioacti吋 Compatible
Polym. 3 , 334-355. 
106) W?n. S.R.. Aebisher. P. and Galletti, P.:¥1. (1989) ]. Biomed. .¥Jacer. Res. 23. 31一会L
107) Yar沼. 1\l.B. , Vacanti , J.P. and Ingber, D.E. (1994) Cell Transplant. 3. 373-385. 
108) Zielinski , Bλ. andAebischer. P. (1994) Biomaterials15. 1049-1056. 
109) Kapl紅1. F.A.. Krueger , P.:\L, Harvey. J. and Goddard. :¥I.B. (1996) Transplantation 61. 1215-
1221. . 
110) La回a ， R.P. Kuhtreiber. WムL. Beyer..r¥. and Chick. ¥V.L. (1994) Transp1ant. 斤oc.26.3346-3347. 
111) Kessler. L., Legeas.r, G.. Jesser. c. Darngé , C. and Pinget. ~I. (1995) Biomatcria1s 1 6.185-191. 
112) Kessler , L.， Apr油田nian，M. Keipes. M. , Darng? C. Pinget. ~l.加d Poinsot , D. (1992) Biomateria1s 
13 , 44-49. 
113) Nyberg, S.L.. Platt , J.L., Shirabe, K.. Payne , W.D. , Hu , W.-S. and Cerra , F.B. (1992) AS.vO J. 38 , 
M463-M467. 
114) Scharp, D.W.. ~ason. r¥.S. and Sparks, R.E. (1984) ~v'orld J. Surg. 8.221-229. 
115) Ohgaw紅a， H. , Miy位法i， J. , Karibe , S. , Katagiri , I'\., Tashiro, F. and Akaike , T. (995) Transplant. 
斤∞.27 ， 3319-3320.
116) Brauker, J. Martinson. L.A. , Young. S.K. and Johnson , R.C. (1996) Transp1antation 61 , 1671-
1677. 
117) Brauker, J. , ~1訂tinson. L.A. , Hil. R.S. , YoUng , S.K. , Carr-Brendel, ¥' .E. and Johnson. R.C. (1992) 
Transplant. Proc. 24. 2924. 
118) Ar‘Rajab. A. , Bengm訂k. S. , Ahr駭. B. (1991) Transp1antation 51. 570-574. 
119) Weber , C. T;紅ma.A.Cost訂1ZO， M. ,Ayres-Price , J. , Peterson. L. and Wicker. L. (1994) TranspJant. 
Fケoc. 26. 1186-1188. 
120) Iwata, H. , Takagi, T. , Yarnashita, K. , Kobayashi, K. and Arnemiya, H. (1992) Transplant. 丹∞.24 ，
934. 
121) Weber. C.J. Hagler. M. , Konieczny. B. Chryssoch∞s. J. , Raiotte , R., Lakkis , F. and Lowry , R. 
(1995) Transplant. 斤∞.27 ， 3308-331 1.
122) Iwata, H.. Takagi, T. , Kobayashi , K. , Oka, T. , Tsuji , T. and Ito , F. (1 994) よ Biomed.Alater. Res. 28 , 
1201-1207. 
123) Tatarkiewicz, K. (1988) Ar訂正 Organs 12 , 446-448. 
124) Sato, T. , Chiba, T. , Yωhinaga ， K. , Kitajima, M. and Terashima , M. (1988) Tohoku J. Exp. ^led. 
155 , 271-274. 
125) Stevenson , vV.T.K. and Sefton , M.V. (987) Biomaterials 8 , 449-457. 
126) Sawhney, AS., Path討し C.P. and HubbeU, J.A. (1993) Biomaterials 14 , 1008-1016. 
127) Saì\七ney ，A.S. and Hubbell , Jλ. (1992) Biomateria1s 13 , 863-870 . 
128) Kung , 1.l\:f., Wang , F.F.. Chang , Y.C. and Wang, Y.J. (1995) Biomaterials 16 , 649-655. 
129) W町19， W.J., Inoue , K. , Hayashi , H. , Aung, T., Tun,T., Gu , Y.J., Kaji, H. , Echigo, Y., Kato, I\I., Doi , 
E. , Setoyama, H. , Kawak剖ni ， Y.. Imamura, 1\1., :\laetani, S. , :\lorikawa, :'\., Iwata，日.， Ikada, Y. and 
Miyaz叫d， J. (1996) Transplant. 斤oc. 28 , 1094-1096. 
130) O'Shea, K.S. and Dixit , V.M. (1 988) よ Cel1Bio1. 107 , 2737-2748. 
131) Wagner , R.C. (1980) Adv. NIicrocirc. 9 , 45-75. 
132) Auerbach , R., Kubai. L., Knighton , D. and Folkman, J. (1974) Dev. Bio1. 41 , 391-394. 
133) Kn ighton , D.R., Silver , I.A. and Hunt , T.K. (1981) Surgery90 , 262-270. 
134) Raugi , G.J., Olerud , J.E. and Gown , A.1¥1. (1987) J.lnvest. Dermatol. 89 , 551-554. 
135) ねrsner ， R.S. and Eaglstein , ¥V.H. (1993) Dermato1. Clin. 11 , 629-640. 
136) Rone , J.D. and Goodman , A.L. (1990) Endocrinology 127 , 2821-2828. 
137) Gospodarowicz, D. and Th叫cral ， K.K. (1978) Proc. 入'at1. Acad. Sci. じSA 75 , 847-851. 
138) Heldin , C.-H. ，じsuki ， K. and \liyawno, K. (1991) J. Cell. Biochem. 47 , 208-210. 
139) Folkmoo , J. (1985) Adγ. Cancer Res. 43 , 175-203. 
140) Folkmoo , J. (1990) J. 人，~atJ. Cancer lnst. 82 , 4-6. 
141) Folkmoo , J. and Cotran. R. (1976) lnt. Rev. Exp. Pa th 01. 16 , 207-248. 
142) Weidner,:\. (1993) Serr山• Diagn. PathoJ. 10 , 302-313. 
143) FolkmaI1, J. and Ingber , D. E. (1987) Ann. Surg. 206 , 374-383. 
1-1-1) Goldie ,1. (1970) Acta Onhop. Scand. 40 , 751-764. 
145) i叫gire ， G.H. , Leg副担is ， F.Y. and Park , H.D. (1947) J. 入'atJ. Cancer Inst. 8 , 53-62. 
146) Folkman , J. (1972) Ann. Surg. 175 , 409-416. 
147) Fotsis ， T. ， Zh釘19 ， Y. ， Pep関r， \1.S. , .--\dlercreutz, H. , :\lontesano, R., :\3\\Toth, P.P. and Sch\\でigerer ，
L. (1 994) 均tぽ-e 368 ， 237-239.
148) Folkman , J. (1971) 氏 Eng. よ λled. 285 , 1182-1186. 
149) Folkman , J. and Haudenschild , C. (1980) 泊tぽ-e 288 , 551-556. 
150) Shing, Y. , Folkman , J. , Haudenschild , C. , Lund , D. , Crum, R. and K泊gsbrun ， :¥1. (1985) J. Cel1. 
Biochem. 29 , 275-287. 
151) Ausprunk, D.H. and Folkman, (1977) J. Alicrovasc. Res. 14 , 53-65. 
152) Spla\\inski, J. , I\liclma, .\1., Palczak, R., Konturek and Splawinska, B. AJethods Find. B.'P. Clin. 
PhaJη1aco1. 10 , 221-226 (1988) 
153) Vu, l\1.T., Srnith, C.F. , Burger , P.C. and Klin t\\'orth , G.K. (1985) Lab. Invest. 53 , 499-508. 
154) Gimbrone Jr. , 1\1.A. , Cotran , R.S. , Leapman , S.B. and Folkman , J. (1 974) よ λ，TatJ. Cancer Inst. 52 , 
413-427. 
155) Polverini, P.J. and Leibo吋ch ， SJ. (1984) Lab. Invest. 51 , 635-642. 
156) Passaniti, A., Taylor, R.M. , P出， R., Guo, Y., 1ρ，ng ， P人'.， Haney , J“A.., Pa叫y ， R.R., Grant , D.S. and 
Martin , G.R. (1992) Lab. Im'est. 67 , 519-528. 
157) Thompson , JA. , Anderson , K.D. , DiPietro, J.1\1., Zwiebel, Jλ. ， Zametta, 1\1., Anderson , W.F. and 
Maciag , T. (1988) Science 241 , 1349-1352. 
158) Andrade , S.P. Fan , T.-P.D. and Lev,is , G.P. (1987) Br. J. E却• Pachol. 68 , 755-766. 
159) Myoken, Y., Kayada.Y. , Okamoto, T. , Kan,1\1., Sato, G.H.and Sato, J .D. (1 991) 斤'Oc. λ'at1.Acad. 
Sci. USA 88 , 5819-5823. 
160) Masuda, y., Ycぉhit剖ce ， Y. and Nishikawa, K. (1988) In 'itro Cel1. Deγ. Biol. 24 , 893-899 . 
161) Mぉuda， Y., Yoshit法e ， Y. and Nishikawa, K. (1987) Cell Biol. Int. Rep. 11 , 359-365. 
162) Mosm創立1 ，T. (1 983) よ lmmunol. Alethods 65 , 55-63. 
163) Montesano, R., Pep閃r， t¥1.S. and Orci, L. (1993) J. Cel1 Sc? 105 , 1013-1024. 
164) Wilks , J.W. , Scott, P.S. , \'rba , L.K. and Cocuzza, J.1¥1. (1991) lnt. J. Rad. Biol. 60 , 73-77. 
165) Tan紘a， N.G. , Sa1叩noto， N. , Inoue , K. , Korenaga, H. , Kadoya , S. , Ogawa. H. and Osada, Y. (1989) 




166) S紘amoto， X. , T，加はa ， K.G. , Tohgo, .-\., Osada, Y. and Ogawa, 11. (1987) 1.入Ta tl. Cancer lnst. 78 , 
581-585. 
167) Drabkin , D.L. and .--\ustin , J.H. (1 932) よ Bio1. Chem. 98 , 719-733. 
168) Plunkett, 11.L. and H剖ley ， J.A. (1990) Lab.lm'est. 62 , 510-517. 
169) Robertson , N".E. , Discafani , C.11., Downs , E.C. , Hailey , Jλ. ， Sarre , 0. , Runkle Jr., R.L., Poppcr , T.L. 
and Plunkett , ~1.L (1991) Cancer Res. 51 , 1339-1344. 
170) Huntsman , R.G. (1974) CRC Crit. Rev. Clin. Lab. Sci. 5 , 34-36. 
171) Laemrnli , U .K. (1 970) 入'ature227 , 680-685. 
172) Song , c.¥V. and Levitt , S.H. (1971) Cancer Res. 3 1, 587-589. 
173) Dvor法， H.F. ， H訂\'ey ， γ.S. and 1IcDonagh , J. (1984) Cancer Res. 44 , 3348-3354. 
174) O'Connor, S.W. and Bale , ¥V.F. (1984) Cancer Res. 44 , 3719-3723. 
175) Gerlo"叫ci， LE. and Jain , R.K. (1986) AJicroγasc. Res. 31 , 288-305. 
176) Ctoguchi, :\.，刈zuguchi， H. , Sae1d, K. , Ikeda, K. , Tsutsum i, Y., .:\al氾gawa， S. and t\ layumi , T. 
(1995) Cancer Let. 89 , 7-14. 
177) じtoguchi ， .:\., ~1izuguchi， H., Sae1d, K. , Ikeda , K. , :'-J副司gawa， S. and t\layumi , T. (1996) ]，η t. J. 
A1icrocirc. Clin. Exp. 16 , 105-110. 
178) じtoguchi， .:\., t\1izuguchi , H. , D釦tak:ean ， .--\., l\I出imoto， H. , Vv'広出， Y. , Tsutsurni. Y.，~.出agawa，
S. and t\layurrù , T. (1996) Br. J. Cancer 73 , 24-28. 
179) Suzuk i, S. , Ohta, S. , T;出ashio， K. , ì\ïtan乱 H. and Hashimoto. Y. (1990) lnt. 1. Cancer 4 6. 
1095-1100. 
180) Debs , R.J., Fuchs , HJ. , Philip , R., Brunette , E.::\. , Duzgunes , :\., Shellito, J.E. Liggitt , D. and 
Patton , J.R. (1990) Cδncer Res. 50 , 375-380 . 
181) Shimomura, K. , :t:v1anda, T. , t\l叫ωmoto， S. , Kobayぉhi ， K. , ,\Takano , K. and ).[ori , J. (1988) Int. よ
Cancer 41 , 243-247. 
182) Manda, T. , Shimomura, K. , Mukurnoto, S. , Kobayぉhi ， K. , :\Iizota, T. , Hirai , 0. , ~latsumoto， S. , 
Oku, T., ~ishigaki， F. , Mori , J. and Kikuchi , H. (1987) Cancer Res. 47 , 3707-3711. 
183) Umeno, H. , Wat釘mbe， :'-J., Yamauchi, .:\., Tsωし N. ， Okamoto, T. and Xiitsu , Y. (1994) Jpn. J. 
Cancer Res. 85 , 325-330. 
184) Tsutsumi, Y., Kihira , T. , Yamarnoto, S. , Kubo, K. , ~akagawa， S. , Miy広e. ~1.， Horisawa, Y. , 
K卸値nori ， T. , lkegami , H. and Mayurrù, T. (1994) Jpn. よ CancerRes. 85 , 9-12. 
185) Tsutsumi, Y., Kihira , T., Tsunoda, S. , Kubo, K. , ~1iy出e， :t:v1., Kanamori , T. , N出agawa， S. and 
Mayuni, T. (1994) Jpn. J. Cancer Res. 85 , 1185-1188. 
186) Tsutsumi , Y., Kihira , T., Tsunoda, S. , Kanamori , T. , Nakagawa, S. and Mayuni , T. (1995) Br. よ
Cancer 71 , 963-968. 
187) Pesenti, E. , Sola, F., Mongelli , N. , Grandi, M. and Spreafico , F. (1992) Br. J. Cancer 66. 367-372. 
188) Gagliardi , A. , Hadd , H. and Collins , D.C. (1992) Cancer Res. 52 , 5073-5075. 
189) T比ano， S. , Gately , S. , Ne札lle ， t\1.E. , Herblin, W.F. , Gross , J. L., Engelhard , H. , Perricone , ~1.， 
Eidsv∞g ， K. and Brem, S. (1994) Cancer Res. 54 , 2654-2660. 
190) Zug立国ier ， G. , Uppman , M.E. and Wellstein, A. (1992) J. Nat1. Cancer lnst. 84 , 1716-1724. 
191) Pien回， KJ., Murphy, B.C., Isaacs , W.B. , Isaa岱， J.T.and Coffey, D.S. (1992) Prostate 20 , 233-241. 
192) Wellstein , A., Zugmaier, G. , Califano 1TI, JA. , Kem, F. , Paik, S. and Uppman , tvLE. (1991) J. NatJ. 
Cancer Inst. 83 , 716-720. 
193) Inoue , K., Korenaga, H. , T.加はa， K.G. , Sakamoto, N. and Kadoya, S. (1988) Carbohydr. Res. 181 , 
135-142. 
194) N法ayama， Y., Iwahana , M. , Sは訂noto， N., Tanaka, N.G. and Osada, Y. (1993) よ Ccll. Physiol.154 , 
1-6. 
195) N討E紅nura， S. , Sakurada, S. , Salahuddin, S. Z. , Osada, Y., Tan法a， N.G. ， S汰amoto， N. , Sekiguch l, 
M. and Gallo, R.c. (1992) Science 255 , 1437-1440. 
196) lngber , D. , Fuiita, T. , Kishimoto, S. , Sudo, K. , Kar泊m紅u， T. , Brem , H. and Folkman, J. (1990) 
-76一
Nature 348 , 555-557. 
197) Marui, S. , Itoh , F. , Kozai , Y., Sudo, K. and Kishimoto, S. (1992) Chem. Phæη]. Bυ11.40 ， 96-10 1. 
198) Kusaka , M. , Sudo, K. , Fujita , T., Manユi ， S. , Itoh, F. , Ingber , D. and Folkman , J. (1991) Biochem. 
BJophys. Res. Commun. 174 , 1070-1076. 
199) Yanase , T., Tamura, M. , Fuiita, K. , Kodama, S. and Tanalca, K. (1993) Cancer Res. 53 , 2566-2570. 
200) Peaccは， D .J., BanquerIgo , M.L and Brahn, E. (1992) 1. E),:p. Aled. 175 , 1135-1138. 
201) YamaoJ也，t\I.， Y町n釘noto， T. , Masaki , T., Ikeyama , S. , Sudo, K. and Fuiita, T. (1993) Cancer Res. 
53 , 4262-4267. 
202) Berger , A.E. , Dortch, KA. , St剖te ， N.D. , \litchell, M.A. , Evans, B.R. and Holm , ~J. S. (1993) Ageη t. 
Action. 39 , C86-C88. 
203) Folkman , J. and Ingber , D. (1992) S白血• Cancer Biol. 3 , 89-96. 
204) S紘紅noto， 1¥. and Tanak:a , K.G. (1988) Cancer J. 2 , 9-13. 
205) Ì\laragoudはis ， t\1.E. , Sarmonika, ¥1. and Panoutsacopoulou, ¥1. (1 989) よ Phæη1acoJ. Exp. Ther. 
251 , 679-682. 
206) Beck, D.W. , 01son , J.J. and Unhardt , R.J. (1986) Exp. XeuroJ. 45 , 503-512. 
207) i\lc:-\att , L.G. , Lane , D. and Clark , .-¥.F. (1 992) よ SteroidBiochem. A101. Biol. 42 , 687-693. 
208) Lee, J.K. , Choi , B., Sobe l, R.A. , Chiocca, Ej¥. and~Iartuza ， R.L. (1990) よ λ"eurosurg. 73 , 429-435. 
209) Folkman , J. , v\'eisz, P.B. , Joullie , ~1.)'I.， U , 'Y.W. 釦dE\叫入討in】g ，W.R. (1989) Science 243 ， 149ωO一 1凶49幻3.
2幻10ω) U , Vv 
2898一2905.
211) Ingber , D.E. , \1adri , J.A. and Folkman , J. (1986) Endc凶nology 119 , 1768-1775. 
212) Crurn, R., Sza1:xコ， S. and Folkman , J. (1985) Science 230 , 1375-1378. 
213) C訂iou. R.. Harousseau , J.L. and To民lem ， G. (1988) Cell BioJ.lnt. Rep. 12 , 1037-1047. 
214) Thorpe , P.E. , Derbyshire , E .J., .-\ndrade , S.P・， Press , X. , Knowles , P.P. , King, S. , Watson , G.J., 
Y紅沼，Y.一C. and Rao-Bette , ~L (1993) Cancer Res. 53 , 3000-3007. 
215) Oikawa , T., Hirag日1， A. , Yoshida, Y., Ashino-Fuse , H. , Tominaga, T. and Iwaguchi , T. (1988) 
Cancer Let. 43 , 85-92. 
216) Fは出10tO， J., Hosoda , S. , Fujita, H. and Okada, H. (1989) lnFasion λJetastぉis 9 , 269-277. 
217) Fuiimoto, J. , Hωoda， S. , Fujita, H. and Okada, H. (1989) Ac臼 Obsret. GynaecoJ. Jpn. 41 , 77-82. 
218) Ashino-Fuse , H. , T;法印0， y., Oikawa, T. , Shimamura , t¥1. and Iwaguchi, T. (1989) ln t. よ Cancer44 , 
859-864. 
219) Gross , J. ,Azizkhan , R.G., Biswas , c., Bruns, R.R., Hsieh, D.S.T. and Folkman , J. (1 981) 斤∞.λ"atJ.
A伺d. ScJ. じSA 78 , 1176-1180. 
220) Oikawa, T., Hirotani , K. , N副司m町a， 0. , Shudo , K. , Hiragun, A. and Iwaguchi, T. (1989) Cancer 
Lβtt. 48 ， 157-162 . 
221) Maheshwari , R.K. , S出antan ， \'., Bh訂tiya， D. , Kleinman, H.K. and Grant , D.S. (1991) J. Ce11. 
Physiol. 146 , 164-169. 
222) Sak:amoto, N.. Iwahana , 11., Tanaka, N.G. and Osada, Y. (1991) Cancer Res. 5 1, 903-906. 
223) Grant , D.S. , Kleinman , H.K. and 11artin, G.R. (1990) Ann. lY. Y. Acad. Sci. 588 , 61-72. 
224) Saiki, 1., Murata, J. , M法abe， T., Nishi , N. , Tokura , S. and Azuma , 1. (1990) Jpn.J. Cancer Res. 8 1, 
668-675. 
225) Norrby, K. and Sorbo, J. (1992) lnt. J. E),:p. Pathol. 7 3 , 147-155. 
226) Sak訂noto， N. and Tanak:a , N.G. (1988) Cancer J. 2 , 9-13. 
227) Gorelik , E. , Ovejera , A., Shぽm法er， R., Jarvis , A.，必ley ， 11., Duff, R., Mayo. J. , Herberman , R. and 
Boyd , M. (1987) Cancer Res. 47 , 5739-5747. 
228) Bordignon , C. , Notarangelo, L.D. , Nobili , 1\., Ferrari, G., Casorati , G., P紅白a， P. , I\Iazzolari, E. , 
Maggioni , D. , Rossi , C. and Servida. P. (1995) Science 2 7 0 , 470-475. 
229) Kohn , D.B. , Weinberg , K.1., Nolta, JA. , Heiss , L.N., Lenarsky , c., Crooks , G.t\1., Hanley, 11.E. , 
Annctt , G. , Br∞ks ， J.S. , EI-Khoぽeiy ， A., Lawrence , K. , Wells , S. , I\Ioen, R.c., Bastian, J. , 
-77-
Wi出血ns-Herman ， D.E. , Elder, I\l., \V訂a， D. , Bowen , T. , Hershfield , f\l.S., Mullen , C叫に Blaese ，R.i¥L 
and Parkman, R. (1995)λ-at. λJed. 1 , 1017-1023. 
230) Selden , R.F. , SkO'skiewicz, ::\1.J. , HO'\yie , K.B., Russell , P.S. and G∞dman ， H.1¥I. (1987) Science 
236 , 714-718. 
231) Dhmvan , J., Pan, L.c.. Pa¥'lath. G.K. , Tra\'is , 1\IA. , Lanctot , A.I¥1. and Blau , H.1¥I. (1991) Science 
254 , 1509-1512. 
232) Pa1mer, T. D. , ThO'mpson , A.R. and ~liller ， A.D. (1989) BJood 73 , 438-445 . 
233) Barr, E. and Leiden , J¥'l. (1991) Science 254 , 1507-1509. 
234) RO'senberg , 1¥1.B.. Friedmann , T., RO'bertson , R.c., Tuszynski, 1\1., \Volff, L¥.. Bre紘efìeld ，X.O. and 
Gage , F.H. (1988) Science 242 , 1575-1578. 
235) Yao, S. and Kurachi, K. (1992) Proc. 入-at1. Aαd. Sci. l'SA 89 , 3357-3361. 
236) \Volff, J“よし Fisher, L.J. , Xu , L., Jinnah , H.A., Langlais , P .1., Im'one , P.I\l ・ .0'I\ f剖le:>' ，K. L. , Rosen 1児rg ，
~l.B. ， ShimO'h紅na， S. and Friedmann , T. (1989) Proc. λ'atJ. Acad. Sci. l'SA 86 , 9011-9014. 
237) 日ccardO'， P. , ~laysinger ， D. and Cuello, A.C. (1992) 入，'euroreport 3 , 353-356. 
238) :\10'叫且er ， P. , BO'h l, D. , CardO'sO'. J. Heard , J.~l. and DanO's , O. (1995) lYat. l¥Jed. 1 , 353-357. 
239) i\'affakh , );., Pinset, C. , ::\lO'ntarras , D. , lJ, Z. , Pa叫in ， D. , Danos , O. and Heard. J.1¥1. (1996) Hum. 
Gene Ther. 7. 11-21. 
240) Chicheportiche , D. and Reach. G. (1988) DiabetoJogia 31 , 54-57. 
241) Ohe. Y. , Podack , E.R. Olsen, KJ. , l\,1iyahara, Y.，河町a. K. S出to. H.. Koishihara , Y. , Ohsugi , Y. , 
Ohira, T. , :\'ishio, K. and SaUo , :¥'. (1993) Br. J. Cancer 67. 939-944. 
242) Yuet , P.K. , H訂ris ，T.J. and Goosen , :¥1.F .A. (1995) Arti王 CeJJs. BJ∞d Substit Immobil. BiotechnoJ. 
23 , 109-133. 
243) Suematsu, S. , :\latsuda, T., Aozasa, K. , Akira, S. , Nakano, J:\., 0000, S. , Yarnarn山a， J. , Hirano, T. 
and Kishimoto. T. (1 989) 斤'Oc. λ'atJ. A伺d. Sci. l;SA 86 , 7547-755 1. 
244) Suematsu , S. , Matsusaka, T., 1\1atsuda, T. , 0000'. S. , l\:但yazaki ， J. , Yamarnura. K. , Hirano, T. and 
Kishimoto, T. (1 992) 斤'Oc. Nat1. Acad. Sci. USA89 , 232-235. 
245) Tsuiinaka, T., Ebisui , c., Fuiita, J. , Kishibuchi , 1\1., ::\lO'rimoto , T. , Ogawa. A. , Katsume , A. , Ohsugi, 
Y., Kominami, E. and Monden, 1¥1. (1995) Bi∞hem. Biophys. Res. Commun. 207 , 168-174. 
246) 宮井達也，鈴木宏志，勝目朝夫，森口佳之，寓啓↑吾，龍味哲夫，福井博泰，大杉義征，末松佐知子，岸本
忠三(1 991) 日本免疫学会総会・学術集会記録 2 1， 116. 
247) Matsuda, T. , Hirano, T. and KishimotO', T. (1988) Eυr. よ IIlliηunol. 18 , 951-956. 
248) Papぉ， K.K. , Constantinidis , 1. and Sambanis , A. (1993) CytotechnoJogy 13 , 1-12. 
249) Tziamp包is ， E. and Samb副s ， A. (1995) BiotechnoJ. 介。>[5.11 ， 115-126.
250) Hayashi, H. , Inoue , K. , Aung , T., Tun , T. , Wenjing , W. , Gu , Y J. , ShinO'hara, S. , Echigo, Y. , Kaii , H. , 
Setoyama, H. , Kaw叫也立Ù， Y., Imamura, M. , Morikawa, N. , Iwata. H. , Ikada, Y. and Miyazaki , J. 
(1996) TranspJant. Prc氾 28 ， 1428-1429. 
251) Hayashi , H. , Inoue , K. , Aung , T. Tun , T. Wang, W.J., Gu , Y.1., ShinO'hara, S. , Echigo. Y. , Kaii, H. , 
Kato, M. , Setoyama，日.，Kaw司王arni ， Y. , Imamura, M. , Morikawa, N. , Iwata , H. , Ikada , Y. and 
Miy包品ci ，J. (1996) Transp担nt. Proc. 28 , 1097-1098. 
252) Taniguc凶， H. , Nakauchi, H. , Iwata, H. , Amemiya, H. and Fukao, K. (1992) TranspJan t. 斤oc.24 ，
2977-2978. 
253) Hughes, Mι. ， Vass討il凶ak王O's札， A. ，Andr陀e羽\v屯s ， D汗M. ， HO'此el凶ano， G. , Beln口moαnt ， J
H山η. Gene Ther. 5 , 1445-1455. 
254) Liu, H.-W. , Ofosu , FA. and Chang , P.L. (1993) H山η. Gene ηJer. 4 , 291-301. 
255) Aebischer, P. , Winn , S.R. and Galletti , P.M. (1988) Brain Res. 448 , 364-368. 
256) Winn, S.R., Hammang, J.P. , Emerich, D.F. , Lee, A. , Palmiter, R.D. and Baetge , E.E. (1994) Proc. 
Nat1. A伺d. Sci. USA 91 , 2324-2328. 
257) Maysinger , D. , Piccardo, P. , Filipovic-Grcic, J. and CuellO', A.C. (1993) Neurochem. Int. 23 , 
123-129. 
-78-
258) Maysinger , D. , PiccardO', P. , Liberini , P. , Jalse吋出，1.加d CuellO', A.C. (J 994) 1\切rochem. Int. 24 , 
495-503. 
259) Hoffman , D. , Breakefield , X.O. , ShO'rt , ~1.P. and Aebischer, P. (1993) Exp. 1\切ro1. 122 , 100-106. 
260) Emerich , D.F. , Winn , S.R., ChristensO'n , L., Palmatier , ~1.A. ， Gentile , F.T. and Sanberg , P.R. (1992) 
Neurosci. B卲behav. Rev. 16 , 437-447. 
261) Winn , S.R., TrescO', P.A. , Zielinsk i, B. , Greene , L.A. , Jaeger , C.B. and Aebischer, P. (1991) E>.'J). 
Neυro1. 113 , 322-329. 
262) Aebischer , P. , Tresco, P.A., Sagen , J. and Winn , S.R. (1991) Brain Res. 560 , 43-49. 
263) Aebischer, P. , W祉叫berg ， L., Tresco, P~t\. and Winn , S.R. (1991) Biomater?a1s 12 , 50-56. 
264) Aebischer, P. , Tresco, Pλ. ， Winn, S.R., Greene , L.A. and Jaeger, C.B. (1991) Exp. λ，-eurol. 111 , 
269-275. 
265) Jaeger , C.B. , Greene , Lλ. ， TrescO', P.A., \Vinn , S.R. and Aebischer, P. (1990) Prog. Brain Res. 82 , 
41-46. 
266) Aebischer, P. , \Vinn , S.R., TrescO', P.A.. , Jaeger , C.B. and Greene , L.A. (199 1)よ Biomech.Eng. 113 , 
178-183. 
267) Ro民rts ， T. , De Boni, U. and SeftO'n，川.\7. (1996) Biomateria1s 17 , 267-275. 
268) KO'rdawer , J.H. , Liu, Y.-T. , Winn , S. and Emerich, D.F. (1995) Cell TranspJant. 4 , 155-171. 
269) Emerich, D.F. , F円'del， B.R., F凶agan ， T.R., Palmatier , :\1., Winn , S.R. and Christenson, L. (1993) 
Cell Transplant. 2 , 241-249. 
270) Miyoshi , Y. , Date , 1., OhmO'tO', T. and }\,'ata , H. (1996) Exp. NeuroJ. 138 , 169-175. 
271) Lindner , ~1. D. ， \v凶n ， S.R., Baetge , E.E.. Hammang, J.P. , Gent日e ， F.T., Dohe討y ， E. , :\1cDermott , 
P.E. , Frydel, B. , U出n釘1 ， :\1.D. , Sch剖le口，T. and Emerich, D.F. (1995) Exp.九'-eurol. 132 , 62-76. 
272) Aebischer, P. , Goddard , :\1., SignO're，んP. and TimpsO'n , R.L. (1994) Exp.冷urol. 126.151-158. 
273) PO'chon ， ]\"λ.-:\1.， Heyd , B. , Déglon , :\:., Jαeph， J.-::\ l., Zum， λ.D. ， Baetge , E.E.. Hammang, J.P. 
Gcx:ldard. M. , Lysaght , 1\1., Kaplan , F. , KatO', A. C. , Schluep , M., Hirt , L., Regli , F. , Porchet , F. , De 
Tribolet , ~に and Aebischer, P. (1996) Hum. Gene ηJer. 7 , 851-860. 
274) Aebischer, P. , Schluep, :\1., DéglO'n , :\., Joseph , J.-i\1., H廿t ， L., Heyd , B. , Goddard , ::\1., Hammang , 
J.P. , Zum, A.D. , Kato , A.C., Regli , F. and Baetge , E.E. (1996)λTat. 1¥Jed. 2 , 696-699. 
275) Aebischer, P. and Kato, A.C. (1995) Eur. .YeuroJ. 35 , 65-68. 
276) Al-Hendy , A. , HortelanO', G. , Tannenbaum, G.S. and Chang , P.L. (1995) Hum. Gene Ther. 6 , 
165-175. 
277) Tai ， I工 and Sun , A.M. (1993) FASEBJ. 7 , 1061-1069. 
278) Chang , P.L., Shen , N. and ¥Vestcott. A.J. (1993) H山η.G臼JeηJer. 4 , 433-440. 
279) Al-Hendy , A. , Horte1ano , G. , Tannenbaum. G.S. and Chang. P.L. (1 996) 万山刀. Gene 刀Jer. 7 , 
61-70. 
280) Hammer , C. , Suckfu1l, 1\1., and Saum'weber, D. (1992) Transp釦Jt. 斤oc. 24 , 2397-2400. 
281) SO'mer、rille ， C.A., and d 二t\pice ，A.J.F. (1993) Kidney Int. 44 Suppl. 42 , S112-S121. 
282) Fryer, J.P. , Leventhal, J.R. and 1¥latas. A.J. (1995) TranspJant ImmunoJ. 3 , 21-31. 
283) Manez , R.. Kelly , R.H. , 1\1arinO', 1.R.,1\lurase. N. , Demetris , A.J. and St訂zl. ，T.E. (1994) TranspJant. 
斤ぽ.26 ， 1249-1250.
284) Calne , R.Y. (1970) TranspJant. Iケ∞.2 ， 550-553.
285) Miyagawa , S. , Hirose , H. , Shirakura. R., N品ca， Y. , I\akata , S. , Kawashima , Y. , Seya , T. , i\latsumO'to, 
M. , Uenはa，A. and Kitarnura , H. (1988) TranspJantation 46 , 825-830. 
286) Ishiguro, H. , KO'bayぉhi， K. , Suzuki , 1\1., Titani, K. , Tomonaga, S. and Kurosawa, Y. (1992) El¥1BO. 
よ 11. 829-837. 
287) ZekO'm , T. , Endl, U. , Horcher , A.., Siebers , U., Bretzel, R.G. and Federlin , K.. (1995) TranspJ，釦t.
Fケ∞.27 ， 3362-3363. 
288) S∞n-Shiong ， P. , Lu , Z.-N. , Grewal, 1., Lanza , R. and Cl紅k ，W. (1990) Horm i¥1etab. Res. Suppl. 25 , 
215-219. 
-79-
289) Horcher , A. , Zekom, T. , Siebers，じ，Klock ， G. , Frank , H. , Hou国n ， R., Bretzel , R. G. , ZimmeJmann, 
U ., Federlin , K. (1994) Transplant. 斤oc. 26 , 784-786. 
290) Vandenbossche , G.J~d.R.， Bracke , I\l.E. , Cuvelier, C.A. , Bortier , H.E. , ì-.lareel , 1¥I.M. and Remon , J.P. 
(1993)~Phann.PharηJaco1. 45 , 121-125. 
291) Okada, H. , '[;加はa， H. and Okada, N. (1983) Eur. よ Immunol. 13 , 340-344. 
292) Cole , J.L., Housley Jr. G.A.. Dykman. T.R. and 1¥lacDermott. R.P. (1985) Proc. 入Tatl. r\.αd. Sci. 
USA 82.859-863. 
293) Seya , T., Tumer. J.R. and Atkinson. J.P. (1986) E"\.'J). λled. 163. 837-855. 
294) Seya , T.. Okada. 1¥1. 1¥latsumoto. 1¥1. Hong. K.. Kinoshita. T. and Atkinson. J.P. (1991) 1¥ Iolec. 
Irmη0001. 2 8. 1137 -114 7. 
295) Hoffmann. E.1¥1. (1969) Irmηω∞'hemist.刀・ 6.391-403.
296) Nicholson-\司1eller. A.. Burge. J. Fearon. D.T.. Weller. P.F. and Austen. K.F. (1982) ~ Immυnol. 
129. 184-189. 
297) Medof, 1\1.E. , Kinoshita , T. and 0:ussenzwe泡， γ. (1984) よ E却• AIed. 160.1558-1578. 
298) Fuiita. T.. Inoue. T.. Ogawa. K. , Iida, K. and Tamura. 1¥. (1987) J. Exp. J.¥1ed. 166. 1221-1228. 
299) Okada, 1¥. Harada, R.. Fuiita. T. and Okada, H. (1989) Int. ImmunoJ. 1. 205-208. 
300) Okada. N. , Harada, R., Fuiita, T. and Okada, H. (1989) ~ Lηνηuη01. 143 , 2262-2266. 
301) Rollins , S. A. , Zhao, J. , I\inomiya, H. and Sims , P. J. (1 991) よ Immuno1. 146. 2345-2351. 
302) Darquy , S. and Reach , G. (1985) Diabetologia 28.776-780. 
303) D訂quy ， S. , Pueyo, M.E. , Capron , F. and Reach , G. (1994) Ar訂正 Organs18.898-903. 
304) Tze , W J. and Tal , J. (1982) Transplantation 33 , 563-564. 
305) \\ïegand , F. , Kroncke, K.-D. and Kolb-Bachofen. V. (1993) Transplantation 56.1206-1212. 
306) Kr∞cke ， K.-D. , Funda , J. , Berschick , B. , Kolb , H. and Kolb-Bachofen, V. (ユ 991)Diabe tologia 3 4 ,
232-238. 
307) Pueyo, M.E. , Darquy , S. Capron , F. and Reach , G. (1 993) よ Biomater.Sci. Polym. Ed. 5 , 197-203. 
-80-

